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WSTEP

W pisSmiennictwie coraz czesciej pojawiaja, sic doniesienia na temat zakazer szpital-
nych w postaci biegunek poantybiotycznych i rzekomobtoniastego zapalenia jelit, spo-
wodowanych przez szczepy Clostridium difficile. Sa to zakazenia wymagajace specjalnej
diagnostyki i leczenia, co czasem bardzo znacznie powigksza koszty hospitalizacji
pacjentéw. Problem ten jest coraz bardziej niepokojacy réwniez i w Polsce. Dlatego
tez postanowiliSmy omowié tutaj najwazniejsze - z naszego punktu widzenia - zagad-
nienia, zwiazane ze $ledzeniem zakazen szpitalnych , spowodowanych przez C. difficile
i stosowanymi do tego celu metodami.

ETIOLOGIA I KLINIKA ZAKAZEN C DIFFICILE

Clostridium difficile to Gram-dodatnia laseczka rosnaca w warunkach beztlenowych,
czynnik etiologiczny AAD (antibiotic-associated diarrhea) i PMC (pseudomembranous
colitis) (1, 2). Jest odpowiedzialna réwniez za zakazenia szpitalne, szczegdlnie na
oddziatach dtugoterminowej opieki medycznej (3). AAD i PMC wystepuja najczesciej
jako nastepstwo stosowania antybiotykéw takich jak: cefalosporyny II i III generacji,
penicyliny, inne antybiotyki beta-laktamowe, klindamycyna, erytromycyna, ryfampicyna,
trimetoprim, a takze metronidazol, aminoglikozydy, amfoterycyna B i inne (1, 2, 4).
PMC i AAD moga wystgpowaé rowniez po zastosowaniu cytostatykow (5). Laseczki
C. difficile wystepuja, w srodowisku naturalnym (gleba, woda), oraz w przewodzie
pokarmowym licznych gatunkow zwierzat (6). Badania wykazaty, ze drobnoustrdj ten
moze bytowa¢ w organizmie dzikich kotéw takich jak Iwy, tygrysy, niektérych maitp,
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np. makakéw a nawet hodowlanych zwierzat udomowionych - pséw i koni (7). Bakterie
te mozna hodowaé réwniez z przewodu pokarmowego cztowieka: z katu zdrowych oséb
dorostych moga by¢ izolowane okresowo, z niska czestodcia (ok. 3%) (8). Natomiast
z przewodu pokarmowego dzieci do dwdch lat C. difficile hodowano z czgstodcia az do
60% (9). U os6b dorostych C. difficile moze byé odpowiedzialny za schorzenia prze-
wodu pokarmowego poczawszy od tagodnych biegunek, konczacych si¢ samowylecze-
niem, a skonczywszy na rzekomobloniastym zapaleniu jelita grubego, ktére u pacjen-
tow nie leczonych moze nawet zakonczy¢ sie zgonem (10). Wedtug ostatnich badan,
C. difficile wywotuje wiekszo$¢ przypadkow rzekomobloniastego zapalenia jelita grube-
go oraz okoto 25% przypadkéw biegunki zwiazanej z poprzedzajaca, antybiotykoterapia
(11). Schorzenia zwiazane z zakazeniem C. difficile sa, spowodowane gidéwnie przez
dziatanie dwéch duzych toksyn biatkowych A i B (12). Obie toksyny wykazuja podobne
dziatanie cytotoksyczne oraz letalne. Cecha rdézniaca je jest aktywno$¢ toksyny A
w przewodzie pokarmowym. Badania na modelach zwierzecych wykazaty, ze pod wply-
wem toksyny A powstaje lepki, krwisty ptyn na skutek znacznego uszkodzenia tkanek.
Toksyna A jest odpowiedzialna za wigkszo$¢ objawdw jelitowych (13). Za$ toksyna
B jest silna cytotoksyna, 1000 razy mocniejsza niz toksyna A. Szczepy toksynotworcze
wytwarzaja na ogét obydwie toksyny réwnolegle i mozna stwierdzi¢ obecno$é gendw
tych toksyn w badanym materiale klinicznym, czy w szczepach badanych. Szczepy
nietoksynotwdrcze nie wytwarzaja tych toksyn i sa pozbawione odpowiednich gendw.
Opisano réwniez szczepy produkujace jedna toksyneg przy braku drugiej: A-/B+
i A+/B- (1, 4, 14, 15). Takie szczepy C. difficile rowniez sa przyczyna biegunek i sa
udokumentowane przypadki zakazen szpitalnych spowodowanych przez te szczepy.
Chorobe zwiazana z zakazeniem C. difficile rozpoznaje sie gdy: pacjent oddat
6 nieuformowanych lub biegunkowych stolcéw w ciagu 36 godzin, otrzymywat antybio-
tyki w ciagu ostatnich 8 tygodni, nie stwierdza si¢ innych przyczyn biegunki i kiedy
podawanie wankomycyny lub metronidazolu przynosi dobry efekt (16, 17). Badanie
endoskopowe umozliwia wykrycie bton rzekomych charakterystycznych dla rzeko-
mobtoniastego zapalenia okreznicy (PMC) (14, 18). Pierwszymi objawami sa biegunka
i bdle brzucha, po czym wystepuje goraczka, dreszcze, a w stolcu moze pojawié sie
krew. Biatawe blony rzekome obecne sa na $cianach jelita grubego. Sktadaja sic one
z martwiczej tkanki, wtdknika i wysicku zapalnego (14, 18, 19). Materiatem badanym
w kierunku C. difficile jest gtéwnie kat. Zdarzaja sie jednak przypadki wyhodowania
szczepdw tego drobnoustroju z innych materiatéw klinicznych: krwi i innych ptynéw
ustrojowych, ropa. Ciekawe przypadki "reactive arthritis" spowodowane przez C. dif-
ficile sa opisane przez Rileya i wspdtautoréw u pacjenta z zespotem Reitera (14, 20).

PACJENCI HOSPITALIZOWANI JAKO ZRODEO ZAKAZEN C. DIFFICILE

W latach dziewieédziesiatych opisano C. difficile jako jeden z gtéwnych czynnikow
szpitalnych biegunek w USA (19) i w wielu krajach uprzemystowionych (21). Epide-
miczne zachorowania na biegunki wywotane przez te bakterie stwierdzono na oddzia-
Yach onkologicznych, oddziatach dla przewlekle chorych i oddziatach dla pacjentéw po
zabiegach operacyjnych, gtéwnie po operacjach jamy brzusznej (22). U okoto 13-30%
dorostych hospitalizowanych pacjentéw stwierdza si¢ obecnosé¢ C. difficile w przewodzie
pokarmowym (23). C. difficile moze by¢ odpowiedzialny réwniez za biegunki nabywane
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przez hospitalizowane dzieci (w tym niemowlgta i noworodki) (24, 25). Opisano
przypadki schorzenn wywotanych przez C. difficile u niemowlat, ktére byly leczone
antybiotykami z powodu posocznicy i innych infekcji (26, 27).

Infekcje C. difficile zaobserwowano u pacjentéw z cukrzyca, przewlekta niewydol-
noscia oddechowa, udarem moézgu . Szczegdlnie podatni na to zakazenie sa pacjenci
pozostajacy na dtugoterminowym leczeniu immunosupresyjnym (28), z choroba wrzo-
dowa (a zwlaszcza stosujacy w leczeniu preparaty z grupy inhibitoréw pompy protono-
wej) (29), przyjmujacy srodki przeczyszczajace (szczegllnie w formie czopkdw), wre-
szcie osoby z pierwotnymi lub wtdrnymi zespotami uposledzenia odpornosci i alkoho-
licy (30). Opisano réwniez przypadki wystgpowania PMC, u pacjentéw uprzednio
zakazonych metycylino-opornymi szczepami gronkowca ztocistego (MRSA) i leczonych
z tego powodu wankomycyna (31). Wankomycyna jest lekiem z wyboru w przypadku
schorzen, wywotanych przez C. djficle, ale nawet ona moze by¢ przyczyna niszczenia
normalnej flory jelitowej, tzw. "colonisation resistance factor". A wiec nadmierne
namnazanie si¢ C. difficile w przewodzie pokarmowym moze nastapi¢ nawet po lecze-
niu pacjentéw antybiotykami z wyboru (wankomycyna, metronidazol). Dowiedziono
rowniez, ze osoby z choroba reumatyczna pozostajace na diugotrwatym leczeniu me-
totreksatem stanowia grupe podwyzszonego ryzyka zwiazanego z zakazeniem C. difficile
(32). Badania wykazaty, ze pacjenci leczeni przewlekle z powodu mukowiscydozy
réowniez stanowia grupe ryzyka zakazenia C. difficile (33). Szereg autorow uwaza takze,
ze osoby w przedziale wieku 65 - 79 lat sa szczegblnie narazone na zakazenie C.
difficile, co najprawdopodobniej zwiazane jest z uogdlnionym upo$ledzeniem funkgcji
organizmu i spadkiem odpornosci immunologicznej. U tych pacjentéw stwierdzono tez
tendencje do hipoalbuminemii (3). Odrebna grupe stanowia chorzy hospitalizowani na
oddziatach chirurgicznych. Szczegdlnie narazeni sa na zakazenia C. difficile pacjenci
poddani zabiegom endoskopowym, na przyktad kolonoskopiom czy gastroskopiom oraz
pacjenci otrzymujacy zywienie pozajelitowe przez klasyczne cewniki gastrostomijne Iub
przez tzw. PEG-i (34).

SZERZENIE SIE ZAKAZEN C. DIFFICILE W WARUNKACH SZPITALNYCH

Ogromne znaczenie przy powstawaniu choroby ma tez zdolnos¢ C. difficile do
wytwarzania spor - przetrwalnikéw (4, 14). Na spory nie dziataja antybiotyki, wykazuja
one takze oporno$¢ na szereg srodkéw dezynfekcyjnych. Moga by¢ one odpowiedzialne
za nawroty choroby (35), ktérych czesto$¢ w niektorych osrodkach oceniana jest nawet
na 20%. Szczepy szpitalne C. difficile z duza tatwodcia, wytwarzaja spory, ktére moga
utrzymywac sie w $rodowisku szpitalnym przez diugi czas. Zatem obok rzeczywistych
nawrotéw moga by¢ obserwowane przypadki zakazen egzogennych, szczepami ze $ro-
dowiska szpitalnego (odmienne feno-i genotypy) (36). Opisane sa nastgpujace mozliwe
mechanizmy szerzenia si¢ C. difficile w szpitalach: przez kontakt z pacjentem skoloni-
zowanym, przez srodowisko szpitalne (zanieczyszczone przedmioty i stosowany sprzet)
i przez personel medyczny. Czegste sa przypadki wyhodowania C. difficile z wymazéw
pobranych z podtogi, z powierzchni krzeset, 16zek, dzwonkdéw, parapetdw, Scierek, koszy
na $miecie, tazienek, ubikacji itd. (3, 14, 37, 38). Szczepy C. difficile wyhodowano
rowniez z wymazéw pobranych ze sprzetu szpitalnego: aparatow do dializ, termo-
metréw doodbytniczych, basendw itp. (1, 9, 14, 26).
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SLEDZENIE ZAKAZEN SZPITALNYCH SPOWODOWANYCH PRZEZ C. DIFFICILE:
METODY TYPOWANIA

Aby zdiagnozowaé choroby zwiazane z C. difficile - poza stosowaniem szybkich
metod oznaczania obecnosci toksyn w kale - nalezy wyhodowaé, wyizolowaé i ziden-
tyfikowaé szczepy. W tym celu stosowane sa podtoza selektywne i hodowla szczepow
prowadzona w warunkach beztlenowych. Identyfikacji C. difficile dokonuje si¢ na
podstawie morfologii bakterii (preparaty mikroskopowe) oraz analizy produktéw me-
tabolizmu (39). Po identyfikacji szczepow C. difficile powinna by¢ przebadana ich
zdolno$¢ do wytwarzania toksyn (37, 40). Bardzo czesto w celach diagnostycznych
przeprowadza si¢ badanie obecnosci toksyn C. difficile bezposrednio w kale za pomoca
testow immunoenzymatycznych. Wyhodowanie C. difficile nie zawsze jest mozliwe ze
wzgledu na brak niezbednego wyposazenia laboratoriow. W §ledzeniu zakazen szpital-
nych bardzo wazne jest poréwnanie szczepéw wyhodowanych z réznych zrédet. Mozna
je przeprowadzié¢ stosujac metody fenotypowania i genotypowania (37). Poniewaz dos$¢
tatwo dochodzi do zakazen bakteriami wystepujacymi w Srodowisku szpitalnym, za-
sadnicze znaczenie ma posiadanie odpowiedniego wyposazenia do przeprowadzenia
hodowli drobnoustroju. Wyhodowanie umozliwia ponadto ustalenie, czy te same szcze-
py wywotuja zakazenia u réznych pacjentdéw i sa przenoszone przez pracownikow
szpitala (rece, przewdd pokarmowy) (41). Jest to niezmiernie wazne réwniez podczas
badania nawrotéw choroby, obserwowanych u okoto 20% pacjentéw (42). Typowanie
szczepdw ulatwia réwniez wykrywanie rezerwuardw bakterii w $rodowisku szpitalnym.
Typowanie szczepdéw C. difficile nie jest stosowane rutynowo, musza jednak istnieé
mozliwos$ci wykorzystania go w przypadku epidemii. Metody fenotypowania przechodza
juz do historii, natomiast metody genotypowania coraz bardziej si¢ rozwijaja i znajduja
coraz szersze zastosowanie. Analiza chromosomowego DNA - REA (restriction endo-
nucleas analyses) z zastosowaniem enzyméw Hind 111, Cfol, Ecol, Bam HI i innych jest
szeroko stosowana w przypadku badania zakazen szpitalnych, spowodowanych przez
C. difficile (37, 43). Problem tylko w tym, Ze po cieciu enzymami powstaja kompleksy
produktow - okoto 50 prazkéw, co uniemozliwia analize wizualna i wymaga przepro-
wadzenia analizy komputerowej. Metoda polimorfizmu dtugosci restrykcyjnych frag-
mentéw - RFLP polega na: trawieniu materiatu endonukleazami, przeprowadzeniu
elektroforezy w zelu, Southern blottingu i hybrydyzacji z wybranymi, znakowanymi
probami kwaséw nukleinowych (14, 43). Metoda AP PCR z zastosowaniem dowolnie
wybranych primeréw daje mozliwosci badania polimorfizmu bez wiedzy o sekwencji
nukleotydéw w badanym materiale. W tym przypadku wybrane primery sa pojedyncze
i maja wielko$¢ od 50 par zasad. Bardzo podobna do tej metody jest metoda RAPD
(random amplified polimorphic DNA), w ktérej uzywa si¢ parzystych krétkich pri-
merdw, zwykle do 10 par zasad o dowolnej sekwencji. Metody te z powodzeniem sa
stosowane powszechnie (14, 36, 37, 44). Rybotypowanie polega na zastosowaniu spe-
cyficznych primeréw komplementarnych do réznych czedci operonu RNA i w reakcji
PCR uzyskuje si¢ amplifikacje regionu pomiedzy odcinkami 16S i 23S rRNA. Ten
region charakteryzuje si¢ wysoka heterogennoscia. Metoda znalazta szerokie zastoso-
wanie dzieki temu, ze region ten (mig¢dzy odcinkami 16S a 23S) zmienia si¢ nie tylko
w obrebie réznych szczepdéw badanych, ale réznice obserwuje si¢ nawet miedzy réznymi
kopiami tego samego genomu (38, 44, 45). Metoda PFGE - elektroforeza w zmiennym
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polu elektrycznym, znalazta szerokie zastosowanie w badaniach zakazen szpitalnych.
Zaleta metody jest to, ze pozwala ona odseparowaé bardzo duze fragmenty DNA
umozliwiajace przeanalizowanie catego chromosomu, przy zastosowaniu szeregu en-
zymoéw: Smal, Kspl, Sacll, albo Nurl (46, 47). Ostatnio jednak pojawity si¢ doniesienia
o przypadkach niepowodzenia w zastosowaniu metody PFGE do typowania szczepéw
C. difficile. Wydaje sig, ze jest to wynikiem degradacji DNA, ale jeszcze nie ustalono
przyczyny tego zjawiska (37, 47, 48). Na podstawie badan epidemiologicznych udowo-
dniono, ze okreslone genotypy szczepow C. difficile czgéciej powoduja zakazenia
szpitalne (49, 50, 51, 52, 53).

Ogdlnie rzecz biorac do dyspozycji badaczy jest szereg bardzo dobrych metod geno-
typowania, ktére mozna stosowaé w przypadku lokalnej epidemii. Gorzej, kiedy prze-
prowadza si¢ badania wieloosrodkowe, w ktorych trzeba ujednolicaé¢ stosowane do
genotypowania metody i uzywany sprzet. Rozwiazaniem tych problemdéw zajmuja sie
oé$rodki referencyjne w réznych krajach. Naczelnym problemem wydaje si¢ by¢ kwestia
wtasciwego postgpowania z chorymi, u ktérych rozpoznano biegunke i jest koniecznosé
izolowania ich od pozostatych chorych oraz prowadzenia dalszej diagnostyki i leczenia.
Wykrywanie zakazen szpitalnych jest niezbednym warunkiem umozliwiajacym skuteczna
kontrole zakazen na terenie szpitala. Nadzdér obejmuje rutynowe zbieranie danych na
temat zakazen, ich analize i - na tej podstawie - wydawanie odpowiednich zalecen
personelowi szpitala. Wydaje sie ze najlepszym rozwiazaniem w przypadku C. difficile
jest skoncentrowanie nadzoru na oddziatach szpitala (np. intensywnej terapii, inten-
sywnej opieki nad noworodkiem), gdzie istnieje najwieksze ryzyko zakazen C. difficile
ze wzgledu na stan pacjentdw a takze oddziatach, na ktérych przeprowadza si¢ zabiegi
inwazyjne. W prowadzeniu nadzoru nad zakazeniami szpitalnymi w ogdle, a zwlaszcza
w przypadku C. difficile, pomocna jest systematyczna analiza czynnikéw etiologicznych
i ich wrazliwodci na antybiotyki. Wskazane jest takze nadzorowanie stosowania anty-
biotykéw na oddziatach. Ponadto mozna przeprowadzié szczegétowe badania przypad-
kow zakazenia zwlaszcza na obszarach szczegdlnego ryzyka. Takie badanie wymaga
wykrywania zakazen w okreslonym czasie: np. obliczenia liczby zakazonych na 100
pacjentéw wypisanych ze szpitala lub na 1000 dni pobytu w szpitalu. Metoda ta jest
bardziej pracochtonna niz oznaczanie odsetka oséb aktualnie zakazonych.

A Szczesny, G Martirosian

EPIDEMIOLOGY OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE INFECTION

SUMMARY

Pseudomembranous colitis (PMC), antibiotic-associated diarrhoea (AAD), and colitis (AAC)
caused by Clostridium difficile are recognized as complications of antibiotic treatment (cephalo-
sporins, penicillins, clindamycin and others). Two groups are particularly at risk: older and
immunocompromised patients. In recent years C difficile has been recognized as a common
nosocomial pathogen. To understand the epidemiology of the C. difficile infection, many
outbreaks have been investigated by various methods. In the paper we reviewed different
methods of C. difficile typing and discussed the epidemiology of C. difficile-associated infections
in light of recent publications.
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