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Okreslono czestos¢ wystepowania toksyny A Clostridium difficile
i innych enteropatogenow w kale dzieci przyjetych do leczenia szpitalne-
g0 z powodu ostrej biegunki w porownaniu do dzieci z innymi choroba-
mi (bez biegunki). Toksyne A C.difficile z porownywalnq czestosciq wy-
krywano w kale dzieci z biegunkq i bez biegunki (p>0,05).U 72% dzieci
z biegunkq zidentyfikowano rozne patogeny jelitowe, w tym u 19% roz-
poznano biegunke indukowangq przez C.difficile (CDAD).
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WSTEP

Zardéwno rzekomobloniaste zapalenie okrgznicy jak i biegunka poantybiotykowa, kto-
re naleza do glownych chordb zwiazanych z zakazeniem Clostridium difficile (1-3) sa
wywolywane przez szczepy wytwarzajace co najmniej dwie egzotoksyny, znane jako tok-
syna AiB (4). Te dwa gléwne czynniki wirulencji (patogennosci) tych bakterii sa kodowa-
ne przez dwa odrgbne geny zlokalizowane na chromosomie (gen fcd A i ted B) (5). Obie
toksyny — A i B sg istotne dla rozwoju choroby skojarzonej z C.difficile, jednak panuje
opinia, ze toksyna A ma wigksze znaczenie w patogenezie choroby biegunkowej. Toksyna
A (o masie czasteczkowej 308 Kda) wywoluje dzialanie enterotoksyczne objawiajace si¢
wydalaniem plynéw, uszkodzeniem blony §luzowe;j jelita i stanem zapalnym, w odréznie-
niu od silnego dzialania, gléwnie cytotoksycznego toksyny B (4,6). Dotychczasowe bada-

* Cze$¢ wynikow pracy przedstawiono na XXV Jubileuszowym Zjezdzie Polskiego Towarzy-
stwa Mikrobiologow, Bydgoszcez, 23-25.09.2004; streszczenie opublikowane w Post Mikrobiol 2004,
43, supl. 1, 204.
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nia nie daja jednak jednoznacznych odpowiedzi, co do znaczenia C.difficile w wywolywa-
niu ostrych biegunek u dzieci (1,7-10) zwlaszcza, ze w probkach katu mogg wspolwyste-
powac toksynotworcze i nie wytwarzajace toksyn szczepy C.difficile (1,8), a szczepy tok-
synotworcze moga by¢ izolowane z katu zaré6wno od dzieci z biegunka jak i bez biegunki
(1,7,9,10).

W diagnostyce zakazen wywolywanych przez C.difficile wykorzystywane sa rdézne
metody i strategie, z ktorych nie wszystkie umozliwiaja okreslenic patogennego szczepu
tego gatunku (1-3,11-13). Wykrywanie tylko toksyn w probkach katu (A lub B Iub obu) jest
standardowa strategia diagnostyki CDAD (Clostridium difficile associated diarrhoea /di-
sease) w 90% laboratoriow krajow europejskich, na co wskazuja ostatnie dane ESGCD
(ESCMID Study Group on C.difficile); okolo 60% laboratoriéw wykrywa tylko toksyne A
C.difficile (12). Wykrywanie tylko toksyny A w kale jest rowniez czg¢sta praktyka laborato-
ryjna w wielu krajach pozaeuropejskich (2) oraz w niektorych o$rodkach krajowych (13).

Celem wlasnych badan bylo okreslenie czgstosci wykrywania toksyny A C.difficile
oraz innych patogenow jelitowych w kale dzieci hospitalizowanych z powodu ostrej bie-
gunki oraz innych podstawowych chordb (bez biegunki).

MATERIAL | METODY

Badania swiezych préobek kalu (do 3 godz. od pobrania) na obecnos¢ toksyny A C.dif-
ficile wykonano w ciagu 2 miesi¢cy u tacznej liczby 74 dzieci, w momencie ich przyjmo-
wania i kwalifikacji do leczenia szpitalnego. Stosowano gotowy zestaw Oxoid C.difficile
Toxin A Test zawierajacy przeciwciala monoklonalne skierowane przeciwko toksynie A
C.difficile. Ekstrakcje toksyny A C.difficile z probek kalu oraz wykonanie i interpretacje
wynikdw oznaczenia obecnosci toksyny, w szybkim tescie jakosciowym (wynik w czasie
30 minut), przeprowadzano zgodnie z procedurami opisanymi w ulotce zalaczonej przez
producenta zestawu. Kazdorazowo w dniu badania kilku Iub nawet pojedynczej probki
kalu dodatkowo wykonywano badania z zatlaczonym roztworem dodatniej kontroli, ktora
jest rozcienczonym jatlowym przesaczem hodowli toksynotworczego szczepu C.difficile
(ATCC 43255). Kontrol¢ ujemna stanowit rozcienczalnik prébek katu. Wszystkic swicze
probki katu byly badane réwnolegle na obecnos¢ bakterii jelitowych i grzybow, a kaly
biegunkowe ponadto na obecnos¢ antygendw rotawirusow i adenowirusow (Slidex Rota-
Adeno Kit, bioMc¢rieux). Do hodowli i identyfikacji bakterii oraz grzybow stosowano stan-
dardowe metody postepowania (3,14). Do hodowli Escherichia coli O:157:H7 (EHEC)
stosowano podloze MacConkey’a z sorbitolem (Oxoid). Typowanie serologiczne szcze-
pow Salmonella i enteropatogennych E.coli (EPEC) wykonano przy uzyciu surowic dia-
gnostycznych firmy Biomed w Krakowie.

Dla kazdego pacjenta opracowano ankiet¢ uwzgledniajaca m.in. rozpoznanie, wiek,
ple¢, miejsce zamieszkania, dominujace objawy chorobowe i czas ich trwania, wczesniejsza
antybiotykoterapig, przebieg choroby i czas leczenia w klinice. Na przeprowadzenie po-
wyzszych badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej AM w Bialymstoku. Rozpoznanie
CDAD u badanych dzieci ustalano w oparciu o nast¢pujace kryteria: obecnos¢ toksyny A
C.difficile w kale, wystgpowanic biegunki co najmniej 2 dni przed hospitalizacja i brak
innych udokumentowanych patogendéw. Ponadto, szczegdlng uwage zwracano na ewentu-
alne przyjmowanie antybiotykéw w okresie 3 tygodni przed hospitalizacja (11).
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Analizg statystyczng wykonano przy uzyciu programu Statistica 6.0. Do wykazania
roznic istotnych statystycznie stosowano testy > i poziom istotnosci p=0,05.

WYNIKI

Na podstawie danych z wywiadu i badania przedmiotowego 74 dzieci przyjetych do
leczenia w Klinice Obserwacyjno-Zakaznej Dzieci AM w Biatymstoku, u 43 (58,1%) usta-
lono rozpoznanie dyspepsia lub gastroenterocolitis (ostra biegunka), au 31 (41,9%) — inne
rozpoznania, bez towarzyszacych objawdw zoladkowo-jelitowych (grupa bez biegunki).
Wiek badanych dzieci byt w granicach od 6 miesigcy do 16 lat i 5 miesigcy (zakres
0,5-16,4 roku, X=5.2, +4,88). Przewazaly dzieci ze Srodowiska miejskiego (47/74-63,5%)
i plei zenskiej (40/74-60,8%).

Toksyne A C.difficile wykazano w kale u lacznej liczby 35 (47,3%) sposréd 74 dzieci
przyjetych do leczenia. W kale dzieci z ostra biegunka czesto$¢ wykrywania toksyny A
byla nizsza (18/43-41,9%) (tab. I) niz w kale dzieci bez biegunki (17/31-54,8%) (tab. II);
nie byly to jednak réznice istotne statystycznie (p=0,2699 > p=0,05). Toksyn¢ A C.difficile
wykryto u 11 (45,8%) sposrdd 24 chlopcow z biegunkq (tab.I) i u 10 (47,6%) wsrod 21 bez
biegunki (tab. II). U dziewczynek czgstosci te wynosity odpowiednio 36,8% (7/19) i 70%
(7/10). Analizowane czgstosci byly porownywalne (p>0,05). Nie wykazano réwniez roz-
nic istotnych statystycznie (p>0,05) w czgstosci wykrywania toksyny A w zaleznosci od
plci u dzieci z biegunka (tab. I) i bez biegunki (tab. II). Réznic takich nie stwierdzono
rowniez w zaleznos$ci od miejsca zamieszkania (miasto, wies).

Wsrdd 18 dzieci z biegunka (wiek 0,7-16,4 roku; X=3,7 +3,85), u ktérych wykazano
toksyng A, 11 (61,1%) bylo z grup wicku od <1 do 5 lat, a 7 (38,9%) z grup wicku >5 - >14

Tabela I. Czestos¢ wykrywania toksyny A C.difficile w kale dzieci z biegunka

Table I. Frequency of C.difficile toxin A detection in stool specimens from children with
diarrhoea
Wiek W la.tac.h Ple¢ Miejsce zamieszkania Razem (43)
(liczba dziecl) | meska (24) | zefiska (19) | miasto (33) | wies (10)
<1 (13) 1 2 2 1 3
>1-2 (15) 3 2 4 1 5
>2-3 (3) 1 1 1 1 2
>3-4 (2) 1 0 1 0 1
>4-5 (0) 0 0 0 0 0
>5-6 (4) 3 0 1 2 3
>6-14 (4) 2 1 2 1 3
>14 (2) 0 1 1 0 1
Razem (43) (45,181%)* (36,;%)* (36,142%)* (60,8%)* (411,2%)

* 0,05 * 0,05
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Tabela II. Czestos¢ wykrywania toksyny A C.difficile w kale dzieci bez biegunki
Table II. Frequency of C.difficile toxin A detection in stool specimens from children
without diarrhoea
Wiek w latach Ple¢ Miejsce zamieszkania
. . Razem (31)
(liczba dziecl) | meska (21) | zefiska (10) | miasto (14) | wie$ (17)
<1 (0) 0 0 0 0 0
>1-2 (4) 0 2 2 0 2
>2-3 (2) 0 0 0 0 0
>3-4 (1) 1 0 1 0 1
>4-5 (1) 0 0 0 0 0
>5-6 (3) 1 1 1 1 2
>6-14 (16) 6 4 4 6 10
>14 (4) 2 0 0 2 2
Razem (31) 10 7 8 9 17
(47,6%)* (70,0%)* (57,1%)* (52,9%)* (54,8%)
* p>0,05 * p>0,05

lat (tab. I). Odwrotne zaleznosci dotyczyly 17 dzieci bez biegunki (wick 1,4-15,5 roku;
X=8.9 +4,48), u ktoérych wykazano toksyng A; tylko troje dzieci (17,6%) bylo z grup wicku
<1 do 5 lat, a 14 (82.4%) z grup >5 roku zycia (tab. II). Poréwnanie tych cze¢stosci wyka-
zalo rdznice istotne statystycznie (p<0,05).

Toksyna A C.difficile byla wykrywana z porownywalna czestoscia (p>0,05) w kale
dzieci wczesniej leczonych antybiotykami (5/15 — 33,3%) oraz w kale dzieci bez wcze-
$niejszej antybiotykoterapii (30/59 — 50,8%) (tab. III). Podobne zaleznosci dotyczyly za-

** meningitis parotidea (21), pharyngitis (5), varicella (3), mononucleosis (1), toxocarosis (1)

Tabela III. ToksynaA C.difficile w kale dzieci hospitalizowanych 1 wezesniejsza antybioty-
koterapia
Table III. C.difficile toxin A in stool specimens from hospitalized children and previously
antibiotic therapy
Antybiotykoterapia (15) | Antybiotykoterapia (59)
R . Toksyna A / " ]
ozpoznanie . Sl
liczba dzieci Toksyna A Toksyna A
+ - + -
Ostra biegunka *18/43 5 7 13 18
**nne *17/31 0 17 11
Razem 35/74 5 10 30 29
*p>0,05
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rowno dzieci z biegunkg (5/12 (41,7%) i 13/31 (41,9%); p>0,05) jak i bez biegunki (0/3
i 17/28; p>0,05).

W kale dzieci z biegunka wykazano wystgpowanie paleczek Gram-ujemnych naleza-
cych do 10 gatunkow rodziny Enterobacteriaceae (paleczki jelitowe) i 3 gatunkow ziar-
niakow Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis 1 E.faecium).
W probkach kalu dzieci bez biegunki wystgpowalo 7 gatunkow paleczek jelitowych (nie
wykazano Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii i Morganella morganii) i 2 gatun-
ki ziarniakow Gram-dodatnich (brak Enterococcus faecium) oraz gatunek Pseudomonas
aeruginosa (5/31). W zadnej probce kalu nie wykazano bakterii nalezacych tylko do jed-
nego gatunku. Z porownywalna, najwyzsza czgstoscia wystgpowal gatunek Escherichia
coli w kale dzieci z biegunka (37/43-86%) i w kale dzieci bez biegunki (30/31-96,8%)
(p>0,05). Z zadnej probki nie izolowano E.coli O:157:H7. Tylko 2 szczepy E.coli nalezaly
do EPEC (055:K591 0111:K98). Czgstos¢ wystegpowania innych gatunkow paleczek jeli-
towych w kale obu grup dzieci byla rowniez poréwnywalna (p>0,05). Dotyczylo to liczby
szczepdw bakteryjnych nastepujacych gatunkow: Klebsiella pneumoniae i K.oxytoca,
Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis i Pvulgaris oraz Salmonella Enteritidis (7/43-
16,3% 1 2/31-6,5%), a takze Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis.

W Kkale dzieci z biegunka i bez biegunki z poréwnywalna czestoscia byly izolowane
ponadto drozdzaki z gatunku Candida albicans (13/43-30,2% i 10/31-32,3%) (p>0,05).
Przeprowadzona analiza cz¢stosci wystgpowania szczepdw poszczegolnych gatunkow bak-
terii i C.albicans w zaleznosci od wspolwystepowania (35/74) lub nie (39/74) toksyny A
C.difficile nie wykazala r6znic istotnych statystycznie dla zadnego z nich (p>0,05). Réznic
takich nie stwierdzono takze, gdy poréwnano czgsto$¢ izolacji szczepdw poszczegdlnych
gatunkow bakterii i C.albicans w obu grupach rozpoznan (ostra biegunka i inne) w zalez-
nosci od wspolwystepowania badz nie toksyny A C.difficile.

Ostatecznie, w oparciu o kompleksowa analiz¢ wynikéw badan bakteriologicznych
katu 43 dzieci, u 17 (39,5%) z nich okreslono bakteryjny czynnik etiologiczny, ktory byl
potencjalnym enteropatogenem (tab.IV). Oznacza to, ze bakteric wskazanego gatunku byly
dominujace w hodowli z katu (wzrost bardzo obfity +++; >105 CFU/1g katu), wsrod wspol-
wystepujacych szczepow innych gatunkow bakteryjnych i/lub C.albicans (wzrost skapy +;
<10° CFU/1gkatu). U dalszych 6 (14%) dzieci z biegunka wykazano obecnos¢ enteropato-
gennych wirusow (Rofavirus i Adenovirus), u ktorych nie wystepowalo wspolzakazenie
(koinfekcja) z innymi gatunkami bakterii uznanymi jako patogeny jelitowe (tab. IV). Ogo-
femu 23 (53,5%) dzieci z biegunka okreslono patogeny jelitowe, wsrod ktorych u 10 (43,5%)
wystepowalo zakazenie podwojne z C.difficile (toksyna A (+)).

U 20 (46,5%) dzieci z biegunkq nie zostal okreslony enteropatogen, wsrdd ktérych
u 8 (40%) stwierdzono kryteria kliniczne i obecno$¢ toksyny A C.difficile. Ostatecznie
u 8 (18,6%) dzieci rozpoznano chorobe¢ biegunkowa zwiazang z zakazeniem C.difficile
(CDAD), nabyta w warunkach pozaszpitalnych, wedlug przyjetych na wstegpie kryteriow
(p. Material i Metody). U 6/8 (75%) dzieci z kryteriami klinicznymi, bez okreslonego
innego czynnika etiologicznego, tylko C.difficile (tox A+), nie wystgpowal czynnik ryzy-
ka, tj. wcze$niejsza antybiotykoterapia.

Podczas leczenia szpitalnego u 7 (16,3%) dzieci z biegunka obserwowano nawr6t cho-
roby ($rednio w 6 dobie hospitalizacji), z pordwnywalna czgstoscia wsrod dzieci z dodat-
nim (3/18-16,7%) i z ujemnym wynikiem (4/25-16%) (p>0,05) toksyny A w kale w dniu
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Tabela IV. Toksyna A C.difficile 1 enteropatogeny w probkach katu dzieci z ostra biegunkg
Table IV. C.difficile toxin A and enteropathogens in stool specimens from children with
acute diarrhoea

Enteropatogeny (liczba dzieci) T(jrksyna A C.difficile

Bakteryjne (17) 7 10

Salmonella Enteritidis (7) 4

Klebsiella pneumoniae (5) 1 4

Escherichia coli EPEC (2) 1 1

Staphylococcus aureus (3) 1 2
Wirusowe (6) 3 3

Rotavirus (2) 1 1

Adenovirus (4) 2 2
Okre$lone — razem (23) 10 13
Nieokreslone (20) 8 12
Razem (43) 18 25

hospitalizacji. U 3 (9,7 %) dzieci z innymi rozpoznaniami réwnicz wystapila biegunka
w 4-5 dobie pobytu w szpitalu; u 2 z nich byly stosowane antybiotyki tylko w szpitalu,
a toksyna A wykryta byla tylko w ponownym badaniu katu biegunkowego (wynik ujemny
w dniu przyjecia). U co najmniej 3 dzieci (dwoje z biegunka bez toksyny A i jedno bez
biegunki i bez toksyny A), biegunka szpitalna mogla mie¢ zwiazek z antybiotykoterapia
i nadmiernym namnozeniem Candida albicans w przewodzie pokarmowym.

DYSKUSJA

Zgodnie z sugestiami pochodzacymi z niektorych osrodkéw zagranicznych i krajo-
wych (1,9,10,15), ze C.difficile moze by¢ potencjalnym czynnikiem sprawczym w ostrej
biegunce u dzieci, wykonano badania poréwnawcze w tym kierunku. Do rozpoznania cho-
roby biegunkowej u dzieci zwiazanej z C.difficile (CDAD) zastosowano szybki test dia-
gnostyczny ograniczony tylko do wykrycia obecnosci toksyny A C.difficile w kale dzieci
z biegunka i bez biegunki. Takie postgpowanic, uwazane za metodg (strategi¢) standar-
dowa, jest powszechne w rutynowej diagnostyce w osrodkach zagranicznych (2,12) oraz
w osrodku warszawskim (13). Za optymalna strategi¢ w diagnostyce CDAD uwazane jest
rownolegle izolowanie C.difficile (metody hodowlane) i wykrywanie toksyny w kale lub
potwierdzenie toksynotworczosci wyosobnionych z probek katlu szczepow C.difficile
(1,3,12). Strategia optymalna dla diagnostyki CDAD jest stosowana w ponad 50% labora-
toriow w krajach takich jak Belgia, Holandia i Francja (12), a takze w o$rodku warszaw-
skim (10,13). Natomiast minimalna strategia, do ktorej zalicza si¢ prowadzenie tylko ho-
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dowli lub wykrycie antygenu czy nieswoistych enzymow nie umozliwia okreslenia statusu
toksynotworczych C.difficile, ktore tylko jako takie mogg mie¢ istotne znaczenie kliniczne
(2,12).

Z badan wlasnych wynika, ze toksyna A C.difficile byla wykrywana z wysoka, porow-
nywalng (p>0,05) czestoscia zaréwno w kale od dzieci z biegunka (41,9%) jak i bez bie-
gunki (54,8%). Ten fakt moze wskazywac na wystgpowanie toksynotwérczych szczepdw
w przewodzie pokarmowym u dzieci badanej populacji bez objawow biegunki (koloniza-
cja lub zakazenic bezobjawowe), a tym samym na znikoma warto$¢ testu na wykrywanic
toksyny A dla ustalenia biegunki o etiologii C.difficile (45,2% (14/31) — swoisto$¢ 1 35,9 %
(14/39) — ujemna warto$¢ predykcyjna).

Ze wzgledu na powszechnie znany fakt, ze ostra poantybiotykowa biegunka (AAD;
antibiotic associated diarrhoea) u pacjentow hospitalizowanych, zaréwno u dorostych jak
1dzieci, czgsto ma zwiazek z zakazeniem wywolanym przez C.difficile (CDAD) (1-3,16,17),
w dalszej analizie wynikéw uwzgledniono czynnik ryzyka, jakim moglaby by¢ rowniez
wczesniejsza antybiotykoterapia dla indukcji biegunki u dzieci nabytej w warunkach po-
zaszpitalnych. Nie wykazano jednak zwiazku pomigdzy wczesniejszq antybiotykoterapia
i obecnoscia w kale toksyny A C.difficile. Toksyna A z pordwnywalna czgstoscia (p>0,05)
byla wykrywana w kale dzieci z wcze$niejsza antybiotykoterapia i bez antybiotykoterapii
w badanej populacji dzieci; dotyczylo to zaréwno dzieci z biegunka jak i bez biegunki
(p>0,05).

W naszej pracy zaadaptowano kryteria dla CDAD stosowane w laboratoriach francu-
skich podczas badania probek katu pochodzacych od chorych z rozpoznana biegunka po-
antybiotykowa (do 3 tygodni przed choroba stosowane antybiotyki) (11). Wsrod tych kry-
teriow, wczesniejsza antybiotykoterapia okazala si¢ malo przydatnym markerem dla czu-
losci (5/12 — 41,7%) i wartosci predykcyjnej dodatniej (5/18 — 27,8%) stosowanego testu
Oxoid Toxin A u 43 dzieci z ostrg biegunkq pozaszpitalng. Test Oxoid Toxin A wedlug
kryteriow Barbuta i wsp. (11), tacznie z wczesniejsza antybiotykoterapia, charakteryzowal
si¢ 50% (2/4) czuloscia i 25% (2/8) dodatnia wartoscia predykcyjna; swoistos¢ (62,5% —
10/16) 1 ujemna warto$¢ predykcyjna (83,3% — 10/12) rowniez nie byly wysokie. Nato-
miast test Oxoid Toxin A charakteryzowal si¢ 100% czuloscia (8/8) i 100% ujemng warto-
$cia predykcyjna (25/25) dla pozaszpitalnej biegunki u dzieci, trwajacej >2 dni, z dodat-
nim wynikiem toksyny A w kale, przy braku okreslonych innych enteropatogenéow. Swo-
isto$¢ przy tych kryteriach dla CDAD wynosila 71,4% (25/35), a wartos¢ dodatnia predyk-
cyjna 44,4% (8/18) dla testu Oxoid Toxin A. Obnizona dodatnia warto$¢ predykcyjna
1 swoistos¢ spowodowana byla faktem wspdlwystepowania toksyny A C.difficile z innymi
okreslonymi enteropatogenami u 10 (43,5%) dzieci z ostra biegunkq pozaszpitalna (zaka-
zenie podwojne).

Pituch i wsp. (13) wykazali, ze czgsto§¢ wykrywania CDAD w kale 53 chorych
z biegunka poantybiotykowq w strategii optymalnej wynosita 41,5%, a w strategii standar-
dowej 30,2%. Testy na wykrywanic toksyny A w kale (Oxoid Kits lub TCD f. Becton-
Dickinson) charakteryzowaly si¢ wysoka (93,5%) swoistoscia w porownaniu do hodowli
szczepodw toksynotworczych C.difficile. Okolo 27% izolowanych C.difficile z kalu nie
wytwarzalo toksyn, w kale od tych chorych nie wykrywano réwniez toksyny. Autorzy (13)
wykazali tez obecnos¢ toksyny A bez hodowli toksynotwoérczych C.difficile. Barbut i wsp.
(11) wykazali, ze Toxin A Test wykazuje 100% specyficznos$¢ i 100% pozytywna wartos$¢
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predykcyjng dla diagnostyki CDAD poantybiotykowej. Obserwowano nizsza (77,4%) swo-
isto$¢ 1 ujemna warto$¢ predykcyjna (96,6%) w porownaniu do hodowli szczepdéw toksy-
notworczych C.difficile, dla ktérych te wartos$ci wynosily 100%.

Jak dotad nie jest mozliwe jednak dokonanie poprawnego poréwnania epidemiologii
biegunck poantybiotykowych szpitalnych i pozaszpitalnych, a nawet czg¢stosci CDAD po-
miedzy szpitalami w jednym kraju, w ktdrych badania prowadzone sa od lat. Zréznicowa-
na czg¢stos¢ CDAD i epidemiologia CDAD w wielu krajach wynika z bardzo réznych (lub
braku w ogole) kryteriow przyjmowanych przy podejmowaniu badan nad C.difficile oraz
metod i strategii, ktore sa stosowane w diagnostyce CDAD (1-3,12).

Ferreira i wsp. (9) wykrywali szczepy toksynotwoércze C.difficile tylko w kale dzieci
w wieku od 5 miesigca do 5 lat z ostra biegunka z niska czg¢stoscia wynoszaca 5,5%; czg-
stos¢ ta byla dwukrotnie wyzsza w grupie wickowej 6-11 miesigcy (9,1%) w poréwnaniu
do grupy noworodek — 5 m.z. (4,5%) 1 1- 5 lat zycia (4,2%). Autorzy ci od zadnego dziecka
bez biegunki z podobnych grup wiekowych nie izolowali szczepow C.difficile, a takze nie
obserwowali roznic w czestosci ich wykrywania w kale dzieci z biegunka leczonych i nie
leczonych antybiotykami.

Knobel 1 wsp. (15) przeprowadzili podobne badania wsrod dzieci leczonych z powodu
biegunki w okresie 3 miesi¢gcy w uniwersyteckim szpitalu w Barcelonie. Tylko w 3 przy-
padkach (15,8%) biegunka mogla by¢ skojarzona z antybiotykiem jako czynnikiem ryzyka
(2 przypadki biegunki pozaszpitalnej i 1 — nabytej w szpitalu). Autorzy (15) toksyne A
C.difficile wykryli u 6 dzieci, tylko < 2 roku zycia, co stanowito 60% pacjentdw tej grupy
wiekowej. W badaniach wlasnych w okresie 2 miesigcy czestos¢ wykrywania toksyny A
w grupie wickowej <1-2 wynosila 28,6% (8/28 tej grupy wickowej); podobnie nizsza czg-
stos¢ obserwowano dla grupy wickowej <1 r.z. — 23,1% (3/13) i >1-2 lat —33,3% (5/15).
W badaniach wlasnych wykazano ponadto, ze u 5/43 (11,6%) dzieci z biegunka i toksyna
A byla wczeséniejsza antybiotykoterapia, wsrdd ktorych tylko dwoje (2/8) z nich spelnialo
przyjete kryteria dla rozpoznania CDAD, a u trojga z nich byly okreslone inne czynniki
patogenne takie jak: Salmonella Enteritidis, Klebsiella pneumoniae i Rotavirus (po 1 kaz-
dy),co uznano jako zakazenie podwojne z C.difficile (3/10).

Biegunke pochodzenia szpitalnego w materiale wlasnym zwiazana z antybiotykiem
i zakazeniem C.difficile rozpoznano u 2 (6,5%) wsrod dzieci leczonych z powodu innych
chorob niz biegunka, u ktorych w badaniu w dniu przyjecia nie wykazano toksyny A C.dif-
ficile. Oguz i wsp. (16) wsrod 100 dzieci z biegunka szpitalna, u 69 z nich okreslili czynni-
ki etiologiczne; CDAD rozpoznano u 16%. Wszystkie przypadki CDAD - szpitalnej bie-
gunki byly zwiazane z antybiotykoterapia, a wiek tych dzieci byl w zakresie od 2 miesigcy
do 13 lat ($rednia 5.4 roku). Autorzy (16) wykazali rowniez obecnos¢ toksyn A i B w kale
10% (5/50) dzieci <2 lat zycia, u ktérych pomimo leczenia antybiotykami w szpitalu, nie
wystepowala biegunka.

Pinto 1 wsp. (17) wyizolowali 14 (6,7%) szczepow C.difficile z kalu 210 badanych
dzieci hospitalizowanych (96) i leczonych ambulatoryjnic (114). Szczepy toksynotworcze
C.difficile wykryto u 4,2% dzieci hospitalizowanych i 3,5% dzieci ambulatoryjnych. Wy-
kluczenie udzialu innych drobnoustrojow pozwolilo autorom na stwierdzenie, ze laseczki
C.difficile moga by¢ czynnikiem etiologicznym biegunek szpitalnych i pozaszpitalnych
u dzieci (17).

W badaniach wlasnych zakazenie pojedyncze C.difficile (CDAD) rozpoznano u 8
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(18,6%) dzieci z biegunka, ktore z Salmonella Enteritidis (16,3%) byly dominujace wsrod
17 (39,5%) dzieci z okreslonym czynnikiem bakteryjnym wykrytym w klasycznych meto-
dach hodowli. Zakazenie wirusowe wykazano lacznie u 6 (14%) dzieci z biegunka, 2 (4,7%)
rotawirusowe, a 4 (9,3%) — adenowirusowe. Niska czesto$¢ zakazen rotawirusowych
u dzieci z ostra biegunka w tym materiale wynika z ograniczenia okresu badan dzieci tylko
do 2 miesigcy. Z calorocznych systematycznych badan prowadzonych w Klinice Obserwa-
cyjno-Zakaznej Dzieci AM w Bialymstoku w 2003 roku wiadomo, ze cz¢stos¢ zakazen
rotawirusami u dzieci do lat 7 leczonych z powodu ostrej biegunki wynosita 16% (18).
Meisel-Mikolajczyk i wsp. (19) wykonaly badania nad mikroflora jelitowa z hodowla
szczepow C.difficile i potwierdzeniem ich toksycznosci u 23 dzieci w wieku od 14 dni
do18 miesigcy (<1-2 lat) z biegunka w momencie hospitalizacji, podobnie jak w badaniach
wlasnych. Autorki wykazaly obecnosc¢ tylko 2 (8,7%) szczepow toksynotworczych C.diffi-
cile; czgstos¢ ta byla 3-krotnie nizsza w pordwnaniu do badan wlasnych wsrod dzieci
z podobnej grupy wiekowej. Inne bakterie patogenne (EPEC — 43,5%, Klebsiella spp. —
8,7% 1 S.aureus — 8,7%) wykazane przez Autorki (19) u dzieci z biegunka wystgpowaly
z poréwnywalng czegstoscia w kale dzieci zdrowych, z wyjatkiem enteropatogennych szcze-
pow E.coli (EPEC), ktére dominowaly u dzieci z najmlodszej grupy wickowej (<2 lat)
z biegunka. Autorki nie odnotowaly biegunki poantybiotykowej zwiazanej z C.difficile
podczas ponownego badania kalu pod koniec hospitalizacji dzieci (19). Z innych badan
Meisel-Mikotajczyk i wsp. (10) przeprowadzonych u dzieci w wieku od 2 miesigcy do 4 lat
w dniu hospitalizacji wynika, ze czg¢sto$¢ wykrywania toksynotworczych szczepow C.dif-
ficile u dzieci z biegunka (4,7%) byla wyzsza niz u dzieci bez biegunki (1,4%); czgsto tez
izolowane byly C.difficile niewytwarzajace toksyn.
Zaréwno wieloletnie juz badania prowadzone przez Meisel-Mikolajczyk, Martirosian
i innych z osrodka warszawskiego (10,13,19,20) oraz z ré6znych osrodkéw zagranicznych
(1,9,16,17), a takze podjete wstgpne badania wlasne wskazuja na mozliwy udzial C. diffici-
le w indukcji biegunki szpitalnej i pozaszpitalnej u dzieci.

WNIOSKI

1. Czestos¢ wykrywania toksyny A Clostridium difficile w kale dzieci z biegunka i bez
biegunki byla porownywalna (p>0,05), bez istotnego statystycznie zwiazku z wczesniejsza
antybiotykoterapia w obu grupach badanych dzieci (p>0,05).

2. Patogeny jelitowe (58% bakterie i 14%-wirusy) wykazano u 72% dzieci z ostra
biegunka pozaszpitalna, wsrod ktérych u 49% wystepowal jeden, a u 23% dwa patogeny
(zakazenie mieszane z C.difficile).

3. Biegunka indukowana Clostridium difficile (CDAD) (19%) i Salmonella Enteriti-
dis (16%) byly czynnikami najczgsciej stwierdzanymi u dzieci z ostra biegunka pozaszpi-
talna.

4. Clostridium difficile Toxin A Test (Oxoid) moze by¢ z powodzeniem wykorzystany
jako test skryningowy do badania tylko kaléw biegunkowych i do diagnostyki CDAD
u dzieci spelniajacych kryteria takie jak: biegunka >2 dni, brak innego okreslonego czynni-
ka enteropatogennego, dodatni test na toksyng A.
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CLOSTRIDIUM DIFFICILE TOXIN A AND OTHER ENTEROPATHOGENS IN STOOL
SPECIMENS OF CHILDREN HOSPITALIZED DUE TO ACUTE DIARRHOEA

SUMMARY

A total of 74 fresh stool specimens obtained from children with acute diarrhoea (43) and witho-
ut diarrhoea (31) were examined simultaneously for bacteria pathogens (culture methods) and for
Clostridium difficile toxin A (Oxoid Toxin A Kits) and enteric viruses (only diarrhoeal samples)
(Slidex Rota-Adeno Kits; bioMgrieux). One (49%) or dual with C.difficile (23%) enteric pathogens
associated with community-acquired diarrhoea (58% bacteria and 14% viruses) in 31 (72%) chil-
dren were recognized. Clostridium difficile associated diarrhoea (CDAD) (18.,6%) and Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (16,3%) the most commonly were observed. Children
were considered to have CDAD if they met special criteria such as the positive test for C.difficile
toxin A, the presence of diarrhoea for at least 2 days and no other documented enteric pathogens. It
was be found that antibiotic usage in the previous 3 weeks as a main risk factor for CDAD not be
frequent (only 2/8 CDAD). The frequency of C.difficile toxin A detection in the diarrhoeal stool
specimens from children treated or not treated with antibiotics was comparable (p>0,05); this same
observed when stool specimens from children without diarrhoea were tested. The frequency of
toxin A detection in stool specimens from children with acute diarrhoea (41,9%) and without diar-
rhoea (54,8%) was comparable (p>0,05) also. In conclusion, we recommended detection of toxin A
by C.difficile toxin A Test as the rapid screening in diarrhoeal stool specimens only because the high
predictive value of a negative test and the high sensitivity for CDAD with special criteria were
found.
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