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WSTĘP 
W piśmiennictwie coraz częściej pojawiają się doniesienia na temat zakażeń szpital

nych w postaci biegunek poantybiotycznych i rzekomobłoniastego zapalenia jelit, spo
wodowanych przez szczepy Clostridium difficile. Są to zakażenia wymagające specjalnej 
diagnostyki i leczenia, co czasem bardzo znacznie powiększa koszty hospitalizacji 
pacjentów. Problem ten jest coraz bardziej niepokojący również i w Polsce. Dlatego 
też postanowiliśmy omówić tutaj najważniejsze - z naszego punktu widzenia - zagad
nienia, związane ze śledzeniem zakażeń szpitalnych , spowodowanych przez C. difficile 
i stosowanymi do tego celu metodami. 

ETIOLOGIA I KLINIKA ZAKAŻEŃ C DIFFICILE 

Clostridium difficile to Gram-dodatnia laseczka rosnąca w warunkach beztlenowych, 
czynnik etiologiczny AAD (antibiotic-associated diarrhea) i PMC (pseudomembranous 
colitis) (1, 2). Jest odpowiedzialna również za zakażenia szpitalne, szczególnie na 
oddziałach długoterminowej opieki medycznej (3). AAD i PMC występują najczęściej 
jako następstwo stosowania antybiotyków takich jak: cefalosporyny II i III generacji, 
penicyliny, inne antybiotyki beta-laktamowe, klindamycyna, erytromycyna, ryfampicyna, 
trimetoprim, a także metronidazol, aminoglikozydy, amfoterycyna B i inne (1, 2, 4). 
PMC i AAD mogą występować również po zastosowaniu cytostatyków (5). Laseczki 
C. difficile występują w środowisku naturalnym (gleba, woda), oraz w przewodzie 
pokarmowym licznych gatunków zwierząt (6). Badania wykazały, że drobnoustrój ten 
może bytować w organizmie dzikich kotów takich jak lwy, tygrysy, niektórych małp, 



50 A Szczęsny, G Martirosian Nr 1 

np. makaków a nawet hodowlanych zwierząt udomowionych - psów i koni (7). Bakterie 
te można hodować również z przewodu pokarmowego człowieka: z kału zdrowych osób 
dorosłych mogą być izolowane okresowo, z niską częstością (ok. 3%) (8). Natomiast 
z przewodu pokarmowego dzieci do dwóch lat C. difficile hodowano z częstością aż do 
60% (9). U osób dorosłych C. difficile może być odpowiedzialny za schorzenia prze
wodu pokarmowego począwszy od łagodnych biegunek, kończących się samowylecze-
niem, a skończywszy na rzekomobłoniastym zapaleniu jelita grubego, które u pacjen
tów nie leczonych może nawet zakończyć się zgonem (10). Według ostatnich badań, 
C. difficile wywołuje większość przypadków rzekomobłoniastego zapalenia jelita grube
go oraz około 25% przypadków biegunki związanej z poprzedzającą antybiotykoterapią 
(11). Schorzenia związane z zakażeniem C. difficile są spowodowane głównie przez 
działanie dwóch dużych toksyn białkowych A i B (12). Obie toksyny wykazują podobne 
działanie cytotoksyczne oraz letalne. Cechą różniącą je jest aktywność toksyny A 
w przewodzie pokarmowym. Badania na modelach zwierzęcych wykazały, że pod wpły
wem toksyny A powstaje lepki, krwisty płyn na skutek znacznego uszkodzenia tkanek. 
Toksyna A jest odpowiedzialna za większość objawów jelitowych (13). Zaś toksyna 
B jest silną cytotoksyną, 1000 razy mocniejszą niż toksyna A. Szczepy toksynotwórcze 
wytwarzają na ogół obydwie toksyny równolegle i można stwierdzić obecność genów 
tych toksyn w badanym materiale klinicznym, czy w szczepach badanych. Szczepy 
nietoksynotwórcze nie wytwarzają tych toksyn i są pozbawione odpowiednich genów. 
Opisano również szczepy produkujące jedną toksynę przy braku drugiej: A-/B+ 
i A+/B- (1, 4, 14, 15). Takie szczepy C. difficile również są przyczyną biegunek i są 
udokumentowane przypadki zakażeń szpitalnych spowodowanych przez te szczepy. 

Chorobę związaną z zakażeniem C. difficile rozpoznaje się gdy: pacjent oddał 
6 nieuformowanych lub biegunkowych stolców w ciągu 36 godzin, otrzymywał antybio
tyki w ciągu ostatnich 8 tygodni, nie stwierdza się innych przyczyn biegunki i kiedy 
podawanie wankomycyny lub metronidazolu przynosi dobry efekt (16, 17). Badanie 
endoskopowe umożliwia wykrycie błon rzekomych charakterystycznych dla rzeko
mobłoniastego zapalenia okrężnicy (PMC) (14, 18). Pierwszymi objawami są biegunka 
i bóle brzucha, po czym występuje gorączka, dreszcze, a w stolcu może pojawić się 
krew. Białawe błony rzekome obecne są na ścianach jelita grubego. Składają się one 
z martwiczej tkanki, włóknika i wysięku zapalnego (14, 18, 19). Materiałem badanym 
w kierunku C. difficile jest głównie kał. Zdarzają się jednak przypadki wyhodowania 
szczepów tego drobnoustroju z innych materiałów klinicznych: krwi i innych płynów 
ustrojowych, ropa. Ciekawe przypadki "reactive arthritis" spowodowane przez C. dif
ficile są opisane przez Rileya i współautorów u pacjenta z zespołem Reitera (14, 20). 

PACJENCI HOSPITALIZOWANI JAKO ŹRÓDŁO ZAKAŻEŃ C. DIFFICILE 

W latach dziewięćdziesiątych opisano C. difficile jako jeden z głównych czynników 
szpitalnych biegunek w USA (19) i w wielu krajach uprzemysłowionych (21). Epide
miczne zachorowania na biegunki wywołane przez te bakterie stwierdzono na oddzia
łach onkologicznych, oddziałach dla przewlekle chorych i oddziałach dla pacjentów po 
zabiegach operacyjnych, głównie po operacjach jamy brzusznej (22). U około 13-30% 
dorosłych hospitalizowanych pacjentów stwierdza się obecność C. difficile w przewodzie 
pokarmowym (23). C. difficile może być odpowiedzialny również za biegunki nabywane 
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przez hospitalizowane dzieci (w tym niemowlęta i noworodki) (24, 25). Opisano 
przypadki schorzeń wywołanych przez C. difficile u niemowląt, które były leczone 
antybiotykami z powodu posocznicy i innych infekcji (26, 27). 

Infekcje C. difficile zaobserwowano u pacjentów z cukrzycą, przewlekłą niewydol
nością oddechową, udarem mózgu . Szczególnie podatni na to zakażenie są pacjenci 
pozostający na długoterminowym leczeniu immunosupresyjnym (28), z chorobą wrzo
dową (a zwłaszcza stosujący w leczeniu preparaty z grupy inhibitorów pompy protono
wej) (29), przyjmujący środki przeczyszczające (szczególnie w formie czopków), wre
szcie osoby z pierwotnymi lub wtórnymi zespołami upośledzenia odporności i alkoho
licy (30). Opisano również przypadki występowania PMC, u pacjentów uprzednio 
zakażonych metycylino-opornymi szczepami gronkowca złocistego (MRSA) i leczonych 
z tego powodu wankomycyną (31). Wankomycyna jest lekiem z wyboru w przypadku 
schorzeń, wywołanych przez C. difficile, ale nawet ona może być przyczyną niszczenia 
normalnej flory jelitowej, tzw. "colonisation resistance factor". A więc nadmierne 
namnażanie się C. difficile w przewodzie pokarmowym może nastąpić nawet po lecze
niu pacjentów antybiotykami z wyboru (wankomycyna, metronidazol). Dowiedziono 
również, że osoby z chorobą reumatyczną pozostające na długotrwałym leczeniu me-
totreksatem stanowią grupę podwyższonego ryzyka związanego z zakażeniem C. difficile 
(32). Badania wykazały, że pacjenci leczeni przewlekle z powodu mukowiscydozy 
również stanowią grupę ryzyka zakażenia C. difficile (33). Szereg autorów uważa także, 
że osoby w przedziale wieku 65 - 79 lat są szczególnie narażone na zakażenie C. 
difficile, co najprawdopodobniej związane jest z uogólnionym upośledzeniem funkcji 
organizmu i spadkiem odporności immunologicznej. U tych pacjentów stwierdzono też 
tendencję do hipoalbuminemii (3). Odrębną grupę stanowią chorzy hospitalizowani na 
oddziałach chirurgicznych. Szczególnie narażeni są na zakażenia C. difficile pacjenci 
poddani zabiegom endoskopowym, na przykład kolonoskopiom czy gastroskopiom oraz 
pacjenci otrzymujący żywienie pozajelitowe przez klasyczne cewniki gastrostomijne lub 
przez tzw. PEG-i (34). 

SZERZENIE SIĘ ZAKAŻEŃ C. DIFFICILE W WARUNKACH SZPITALNYCH 

Ogromne znaczenie przy powstawaniu choroby ma też zdolność C. difficile do 
wytwarzania spor - przetrwalników (4, 14). Na spory nie działają antybiotyki, wykazują 
one także oporność na szereg środków dezynfekcyjnych. Mogą być one odpowiedzialne 
za nawroty choroby (35), których częstość w niektórych ośrodkach oceniana jest nawet 
na 20%. Szczepy szpitalne C. difficile z dużą łatwością wytwarzają spory, które mogą 
utrzymywać się w środowisku szpitalnym przez długi czas. Zatem obok rzeczywistych 
nawrotów mogą być obserwowane przypadki zakażeń egzogennych, szczepami ze śro
dowiska szpitalnego (odmienne feno-i genotypy) (36). Opisane są następujące możliwe 
mechanizmy szerzenia się C. difficile w szpitalach: przez kontakt z pacjentem skoloni
zowanym, przez środowisko szpitalne (zanieczyszczone przedmioty i stosowany sprzęt) 
i przez personel medyczny. Częste są przypadki wyhodowania C. difficile z wymazów 
pobranych z podłogi, z powierzchni krzeseł, łóżek, dzwonków, parapetów, ścierek, koszy 
na śmiecie, łazienek, ubikacji itd. (3, 14, 37, 38). Szczepy C. difficile wyhodowano 
również z wymazów pobranych ze sprzętu szpitalnego: aparatów do dializ, termo
metrów doodbytniczych, basenów itp. (1, 9, 14, 26). 
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ŚLEDZENIE ZAKAŻEŃ SZPITALNYCH SPOWODOWANYCH PRZEZ C. DIFFICILE: 
METODY TYPOWANIA 

Aby zdiagnozować choroby związane z C. difficile - poza stosowaniem szybkich 
metod oznaczania obecności toksyn w kale - należy wyhodować, wyizolować i ziden
tyfikować szczepy. W tym celu stosowane są podłoża selektywne i hodowla szczepów 
prowadzona w warunkach beztlenowych. Identyfikacji C. difficile dokonuje się na 
podstawie morfologii bakterii (preparaty mikroskopowe) oraz analizy produktów me
tabolizmu (39). Po identyfikacji szczepów C. difficile powinna być przebadana ich 
zdolność do wytwarzania toksyn (37, 40). Bardzo często w celach diagnostycznych 
przeprowadza się badanie obecności toksyn C. difficile bezpośrednio w kale za pomocą 
testów immunoenzymatycznych. Wyhodowanie C. difficile nie zawsze jest możliwe ze 
względu na brak niezbędnego wyposażenia laboratoriów. W śledzeniu zakażeń szpital
nych bardzo ważne jest porównanie szczepów wyhodowanych z różnych źródeł. Można 
je przeprowadzić stosując metody fenotypowania i genotypowania (37). Ponieważ dość 
łatwo dochodzi do zakażeń bakteriami występującymi w środowisku szpitalnym, za
sadnicze znaczenie ma posiadanie odpowiedniego wyposażenia do przeprowadzenia 
hodowli drobnoustroju. Wyhodowanie umożliwia ponadto ustalenie, czy te same szcze
py wywołują zakażenia u różnych pacjentów i są przenoszone przez pracowników 
szpitala (ręce, przewód pokarmowy) (41). Jest to niezmiernie ważne również podczas 
badania nawrotów choroby, obserwowanych u około 20% pacjentów (42). Typowanie 
szczepów ułatwia również wykrywanie rezerwuarów bakterii w środowisku szpitalnym. 
Typowanie szczepów C. difficile nie jest stosowane rutynowo, muszą jednak istnieć 
możliwości wykorzystania go w przypadku epidemii. Metody fenotypowania przechodzą 
już do historii, natomiast metody genotypowania coraz bardziej się rozwijają i znajdują 
coraz szersze zastosowanie. Analiza chromosomowego DNA - REA (restriction endo-
nucleas analyses) z zastosowaniem enzymów Hind III, CfoI, EcoI, BamHI i innych jest 
szeroko stosowana w przypadku badania zakażeń szpitalnych, spowodowanych przez 
C. difficile (37, 43). Problem tylko w tym, że po cięciu enzymami powstają kompleksy 
produktów - około 50 prążków, co uniemożliwia analizę wizualną i wymaga przepro
wadzenia analizy komputerowej. Metoda polimorfizmu długości restrykcyjnych frag
mentów - RFLP polega na: trawieniu materiału endonukleazami, przeprowadzeniu 
elektroforezy w żelu, Southern blottingu i hybrydyzacji z wybranymi, znakowanymi 
próbami kwasów nukleinowych (14, 43). Metoda AP PCR z zastosowaniem dowolnie 
wybranych primerów daje możliwości badania polimorfizmu bez wiedzy o sekwencji 
nukleotydów w badanym materiale. W tym przypadku wybrane primery są pojedyncze 
i mają wielkość od 50 par zasad. Bardzo podobną do tej metody jest metoda RAPD 
(random amplified polimorphic DNA), w której używa się parzystych krótkich pri
merów, zwykle do 10 par zasad o dowolnej sekwencji. Metody te z powodzeniem są 
stosowane powszechnie (14, 36, 37, 44). Rybotypowanie polega na zastosowaniu spe
cyficznych primerów komplementarnych do różnych części operonu RNA i w reakcji 
PCR uzyskuje się amplifikację regionu pomiędzy odcinkami 16S i 23S rRNA. Ten 
region charakteryzuje się wysoką heterogennością. Metoda znalazła szerokie zastoso
wanie dzięki temu, że region ten (między odcinkami 16S a 23S) zmienia się nie tylko 
w obrębie różnych szczepów badanych, ale różnice obserwuje się nawet między różnymi 
kopiami tego samego genomu (38, 44, 45). Metoda PFGE - elektroforeza w zmiennym 
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polu elektrycznym, znalazła szerokie zastosowanie w badaniach zakażeń szpitalnych. 
Zaletą metody jest to, że pozwala ona odseparować bardzo duże fragmenty DNA 
umożliwiające przeanalizowanie całego chromosomu, przy zastosowaniu szeregu en
zymów: SmaI, KspI, SacII, albo NurI (46, 47). Ostatnio jednak pojawiły się doniesienia 
o przypadkach niepowodzenia w zastosowaniu metody PFGE do typowania szczepów 
C. difficile. Wydaje się, że jest to wynikiem degradacji DNA, ale jeszcze nie ustalono 
przyczyny tego zjawiska (37, 47, 48). Na podstawie badań epidemiologicznych udowo
dniono, że określone genotypy szczepów C. difficile częściej powodują zakażenia 
szpitalne (49, 50, 51, 52, 53). 

Ogólnie rzecz biorąc do dyspozycji badaczy jest szereg bardzo dobrych metod geno-
typowania, które można stosować w przypadku lokalnej epidemii. Gorzej, kiedy prze
prowadza się badania wieloośrodkowe, w których trzeba ujednolicać stosowane do 
genotypowania metody i używany sprzęt. Rozwiązaniem tych problemów zajmują się 
ośrodki referencyjne w różnych krajach. Naczelnym problemem wydaje się być kwestia 
właściwego postępowania z chorymi, u których rozpoznano biegunkę i jest konieczność 
izolowania ich od pozostałych chorych oraz prowadzenia dalszej diagnostyki i leczenia. 
Wykrywanie zakażeń szpitalnych jest niezbędnym warunkiem umożliwiającym skuteczną 
kontrolę zakażeń na terenie szpitala. Nadzór obejmuje rutynowe zbieranie danych na 
temat zakażeń, ich analizę i - na tej podstawie - wydawanie odpowiednich zaleceń 
personelowi szpitala. Wydaje się że najlepszym rozwiązaniem w przypadku C. difficile 
jest skoncentrowanie nadzoru na oddziałach szpitala (np. intensywnej terapii, inten
sywnej opieki nad noworodkiem), gdzie istnieje największe ryzyko zakażeń C. difficile 
ze względu na stan pacjentów a także oddziałach, na których przeprowadza się zabiegi 
inwazyjne. W prowadzeniu nadzoru nad zakażeniami szpitalnymi w ogóle, a zwłaszcza 
w przypadku C. difficile, pomocna jest systematyczna analiza czynników etiologicznych 
i ich wrażliwości na antybiotyki. Wskazane jest także nadzorowanie stosowania anty
biotyków na oddziałach. Ponadto można przeprowadzić szczegółowe badania przypad
ków zakażenia zwłaszcza na obszarach szczególnego ryzyka. Takie badanie wymaga 
wykrywania zakażeń w określonym czasie: np. obliczenia liczby zakażonych na 100 
pacjentów wypisanych ze szpitala lub na 1000 dni pobytu w szpitalu. Metoda ta jest 
bardziej pracochłonna niż oznaczanie odsetka osób aktualnie zakażonych. 

A Szczęsny, G Martirosian 

EPIDEMIOLOGY OF CLOSTRIDIUM DIFFICILE INFECTION 

SUMMARY 

Pseudomembranous colitis (PMC), antibiotic-associated diarrhoea (AAD), and colitis (AAC) 
caused by Clostńdium 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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