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STRESZCZENIE

Clostridium difficile jest wiodacym czynnikiem szpitalnych biegunek zakaznych. W wielu osrodkach w Pol-
sce rutynowa diagnostyka zakazen Clostridium difficile opiera si¢ nadal na testach immunoenzymatycznych do
wykrywania toksyn A/B w kale. W ostatnich latach pojawity si¢ nowe testy diagnostyczne, ktorych zastosowanie
przyspiesza i zwigksza czuto§¢ wykrywania toksynotworczych szczepow C.difficile, co jest szczegolnie wazne
wobec pojawienia si¢ szczepow hiperepidemicznych.

CEL PRACY. Ocena przydatnosci trojstopniowego algorytmu w diagnostyce chorob zwigzanych z Clostridium
difficile (CZCD) ze wzgledu na obserwowane w praktyce diagnostycznej przypadki uzyskiwania wynikow fat-
szywie ujemnych przy zastosowaniu jedynie testow immunoenzymatycznych

do wykrywania toksyn.

MATERIAL I METODY. Material stanowily probki katu otrzymane od pacjentéw z objawami biegunki. W dia-
gnostyce zakazen zastosowano testy immunoenzymatyczne wykrywajace dehydrogenazg glutaminianowa (GDH)
i toksyny A/B, a takze metode hodowlang i testy RT-PCR.

WYNIKI. W rutynowej diagnostyce wsrdd przebadanych 615 pacjentéw u 108 chorych wykryto szczep tok-
synotworczy GDH (+) TOX (+), a u 67 otrzymano wynik nieokreslony GDH (+) TOX (-). Préby z wynikiem
nieokreslonym poddano dalszej analizie, ktéra pozwolita dodatkowo wykry¢ u 32 pacjentow szczep toksyno-
tworczy, co stanowito 22,9 % wszystkich dodatnich probek (n=140).

WNIOSKI. Trojstopniowy algorytm zapewnia wiarygodna i doktadng diagnostyke chorob zwigzanych z C.difficile.

Stowa kluczowe: zakazenie Clostridium difficile, trojstopniowy algorytm diagnostyczny zakazen C.difficile,
PCR - rybotypowanie

W ostatnich latach zaobserwowano na calym
swiecie stalg tendencje wzrostowa zakazen C.difficile
. W Stanach Zjednoczonych, Kanadzie i Europie odno-
towano czterokrotny wzrost liczby zakazen C. difficile,
a takze wzrost liczby przypadkéw o cigzkim przebiegu.

WSTEP

Clostridium difficile (CD) jest wiodacym czynni-
kiem etiologicznym szpitalnych biegunek zakaznych na

calym $wiecie. Do najwazniejszych czynnikow ryzyka
rozwoju zakazenia C. difficile zalicza si¢: antybiotyko-
terapie, dlugotrwalg hospitalizacj¢ oraz zaawansowany
wiek pacjenta (powyzej 65 roku zycia). Choroba moze
dotyczy¢ pacjentow we wszystkich grupach wiekowych
(1,2). Jak wykazatl Barlett i wsp. C.difficile odpowiada
za 15-25% przypadkow biegunki poantybiotykowe;j
(AAD- antibiotic-associated diarrhoea) 1 praktycznie
za wszystkie przypadki rzekomobtoniastego zapalenia
jelita grubego (PMC, pseudomembranous colitis ) (3).

Moze to by¢ zwigzane z pojawieniem si¢ nowych, epide-
micznych szczepow C. difficile (4-8). Ocenia sig, ze10-30%
chorych, dorostych pacjentéw jest skolonizowana przez C.
difficile. Jednak nie u wszystkich rozwija si¢ biegunka (9).
Prawidtowa diagnostyka szpitalnych biegunek
zakaznych ma kluczowe znaczenie w identyfikacji
pacjenta z zakazeniem C.difficile, wptywajac tym sa-
mym nha zmniejszenia ryzyka transmisji potencjalnie
epidemicznych szczepow. Obecnie na rynku dostepne
sg szybkie i proste testy do wykrywania markeréw

© Copyright Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny



760

Anna Schneider, Anna Mdl 1 inni

Nr 4

zakazenia toksynotworczymi szczepami C.difficile
bezposrednio w probkach katu. Testy te r6znig si¢ czu-
loscia, swoistoscia, czasem wykonania oraz kosztami
ponoszonymi przez szpital (10-15).

Celem pracy byta ocena przydatnosci trojstopniowego
algorytmu w diagnostyce chorob spowodowanych zaka-
zeniem C. difficile (CZCD). Przy stosowaniu w rutynowej
diagnostyce jedynie testow wykrywajacych toksyny zdarzaja
si¢ przypadki nie wykrycia zakazenia CD.

MATERIAL I METODY

Badaniami objeto 615 probek katu biegunkowego,
ktore pobrano od dorostych chorych, hospitalizowanych
w Szpitalu Klinicznym im. Przemienienia Panskiego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, w okresie od
stycznia 2011 r. do konca lutego 2013 r. Pacjenci objeci
badaniami byli leczeni na oddziatach: chirurgii naczyn
i chirurgii onkologicznej, kardiologii i kardiochirur-
gii, intensywnej terapii, hematologii z pododdziatem
transplantologii, pulmonologii, chemioterapii oraz na
oddziale internistycznym i opieki paliatywnej. Ana-
liz¢ postepowania diagnostycznego z zastosowaniem
trojstopniowego algorytmu diagnostycznego przepro-
wadzono badajac niepowtarzalne probki katu (liczba
zbadanych probek katu byta rowna liczbie pacjentow).
Algorytm diagnostyczny przedstawiono na rycinie 1.

W diagnostyce laboratoryjnej zastosowano immu-
noenzymatyczne testy firmy TechLab (Blacksburg,
USA, VA 24060) do wykrywania dehydrogenazy gluta-
minianowej (GDH) czyli antygenu somatycznego C. dif-
ficile oraz toksyn A/B. W pierwszym etapie diagnostyki
stosowano testy: C.DIFF CHEK60, C.DIFF CHEK
TOX A/B (do konca XI 2012 roku). Od wprowadzenia
przez producenta nowego, szybszego testu o wigkszej
czutoscei (XII 2012 roku) zastosowano testy: C.DIFF
QUIK CHEK, C.DIFF QUIK TOX A/B, C.DIFF QUIK
COMPLETE. W przypadku wynikow nieokreslonych
GDH (+), toksyny A/B (TOX A/B) (-) posiewano
probki katu na podtoza state i/lub wykonywano testy
genetyczne z zastosowaniem testu (Xpert CD, Cepheid,
Sunnyvale, CA, USA). Do hodowli uzyto podtoz firmy
bioM¢érieux SA, Marcy I’Etole, Francja.

W pierwszym okresie (do I potowy 2012 roku)
zastosowano pozywke Columbia agar z 5% krwig
baranig z mieszankg antybiotykow: cykloseryng — 100
mg/L, cefoksytyna - 8 mg/L i amfoterycyng B - mg/L
(CLO) oraz Columbia agar z 5% krwig baranig. W celu
zwiekszenia precyzyjnosci metody probki katu poddano
dziataniu alkoholu etylowego (réwna objetos¢ katu
i etanolu 96%) przez 1 godzing, co ograniczyto wzrost
innych nieprzetrwalnikujgcych bakterii. W tym okresie
napotykano na problem z izolacja szczepu C. difficile.
Od pojawienia si¢ na rynku w II polowie 2012 roku,

podioza chromogennego - ChromID C.difficile (CDIF,
bioMérieux SA, Marcy I’Etole, Francja), zawierajacego
m.in. taurucholan sodu zdecydowanie zwigkszono cze-
sto$¢ izolacji CD. Podtoza inkubowano w warunkach
beztlenowych przez 48 — 72 godz. (pozywka CCA) 124
godz. (pozywka chromogenna) w temperaturze 37°C.
Wyhodowane szczepy identyfikowano na podstawie
charakterystycznego wzrostu, zapachu para-krezolu,
oceny preparatu barwionego metoda Grama i identyfi-
kacyjnych testow biochemicznych (ANC, bioMérieux
SA, Marcy I’Etole, Francja).

Toksynotworczos¢ szczepdw badano przy pomocy
testow ELISA do wykrywania toksyn (C.DIFFICILE
TOX A/B 1) lub testow genetycznych RT-PCR (Xpert
CD, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) do wykrywania
fragmentow genoéw toksyny B, toksyny binarnej oraz
charakterystycznej delecji w genie regulacji negatyw-
nej tedC w pozycji 117. Wybor testu diagnostycznego
zalezal od objawdw i stanu klinicznego pacjenta.

Wyhodowane szczepy C. difficile poddano PCR-
-rybotypowaniu. PCR-rybotypowanie przeprowadzono
w Pracowni Beztlenowcow w Katedrze i Zaktadzie
Mikrobiologii Lekarskiej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego w Warszawie, stosujac jako wzorce szcze-
py referencyjne pochodzace z kolekcji Cardiff-ECDC.
Szczepy, ktoérych nie mozna byto zakwalifikowaé do
zadnego z posiadanych wzorcow PCR-rybotypoéw przesta-
no do osrodka referencyjnego w Leiden (Leiden University
Medical Center, Leiden, Holandia).

WYNIKI

W okresie od 1 stycznia 2011 roku do 28 lutego
2013 roku zbadano 615 probek katu pobranych od
chorych z biegunkg i niedroznoscig jelit, leczonych na
roznych oddziatach szpitalnych (dane przedstawiono
w tabeli ).

Wyniki zastosowania trojstopniowego algorytmu
zamieszczono na ryc. 2.

W 140 probkach kalu pobranych od pacjentow
z biegunka wykryto toksyny C.difficile i/lub wyhodo-
wano szczepy toksynotworcze, co stanowito 22,7%
wszystkich badan. Wsréd tych pacjentow 26,4% (n=37)
stanowity kobiety w wieku od 26 do 87 lat (srednia wie-
ku 60 lat, mediana 63 lata), a 73,6% (n=103) stanowili
mezezyzni w wieku od 21 do 88 lat (Srednia wieku 62
lata, mediana 63 lata). W analizowanej grupie (n=140)
okres hospitalizacji wynosit od 1 do 76 dni ($rednio 14
dni, mediana 10 dni). U wigkszosci chorych (131/140)
objawy biegunki wystgpity miedzy 3 do 76 dniem ho-
spitalizacji. Przyczyna hospitalizacji pacjentow byty
choroby i wady serca, choroby naczyniowe, rozrostowe
krwi i inne zwigzane z uktadem oddechowym.
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W badaniu przesiewowym z zastosowaniem testu
do wykrywania dehydrogenazy glutaminianowej GDH
wykryto w 175 (28,45%) probkach, a w 440 (71,54%)
nie wykryto tego markera. Na podstawie uzyskania
ujemnego wyniku GDH wykluczono zakazenie C.dif-
ficile. Probki, w ktorych stwierdzono obecno$s¢ GDH
(n=175) poddano dalszej analizie z zastosowaniem
testu ELISA do wykrywania toksyn C. difficile. W 106
(17,23%) probkach katu wykryto toksyny A/B C.diffi-
cile, aw 67 nie wykryto toksyn. W przypadku 2 probek
katu, ze wzgledu na cigzki stan kliniczny pacjenta, wy-
konano test RT-PCR i wykryto fragment genu toksyny
B ( tcdB ), natomiast nie wykryto fragmentu toksyny
binarnej. W 67 probkach, w ktérych w II etapie nie
wykryto toksyn, przeprowadzono nastgpny etap diagno-
styki. Z 59 prébek kalu wykonano posiew natomiast
w 8 probkach, zastosowano metode genetyczng RT-PCR
ze wzgledu na stan badanych pacjentéw i potrzebe pil-
nego uzyskania wyniku. Stosujac metode RT-PCR w 3
probkach stwierdzono fragmenty gendéw toksyn tcdB,
cdtA i/lub cdtB oraz delecje w genie tcdC w pozycji
117, a w 3 tylko fragment genoéw toksyny tcdB. Z 43
probek katu wyhodowano szczepy C.difficile. Toksy-
notwoérczos¢ szczepoOw potwierdzono w 25 szczepach
stosujac test ELISA do wykrywania toksyn, natomiast
dla 4 sposrod 18 przypuszczalnie nietoksynotwoérczych
szczepow w tescie ELISA wykonano dodatkowo test
RT-PCR, ze wzgledu na objawy kliniczne i czynniki ry-
zyka wskazujace na CDI. Fragment genu tcdB wykryto
w jednym szczepie. Wyhodowane szczepy dla ktérych
uzyskano wynik GDH(+ ) TOX(-) poddano PCR — ry-
botypowaniu i ustalono, ze 8 z nich nalezy do hiperepi-
demicznego PCR - rybotypu 027 oraz dwa szczepy do
genetycznie spokrewnionego z PCR-rybotypem 027 ;.
do PCR-rybotypu 176. Pozostate szczepy 8 szczepow
nalezato do innych rybotypow tj. 002 (n=1), 005 (n=2),
012 (n=1), 014 (n=2), 015 (n=1), 1 087 (n=1). Wyniki
rybotypowania przedstawiono w tabeli II. Wszystkie
szczepy C. difficile poddane PCR-rybotypowaniu byty
toksynotworcze, co wykazano stosujagc odpowiednie
testy do wykrywania toksyn A/B.

DYSKUSJA

Podstawg rozpoznania zakazenia C.difficile sa ob-
jawy kliniczne i stwierdzenie obecno$ci toksyn A/B
w przewodzie pokarmowym pacjenta. Wiele labora-
toriow do wykrywania toksyn A i/lub B C. difficile
stosuje szybkie testy komercyjne oparte na reakcji
immunoenzymatycznej. Czulos¢ tych metod jest nie-
wystarczajaca do identyfikacji wszystkich chorych
z zakazeniem C.difficile. Sposobem na rozwigzanie tego
problemu jest zastosowanie odpowiedniego algorytmu
diagnostycznego.

W 2009 roku przedstawiciele towarzystwa euro-
pejskiego ,,European Society of Clinical Microbio-
logy and Infectious Diseases” (ESCMID) a w 2010
towarzystw amerykanskich ,,Society for Healthcare
Epidemiology of America” (SHEA) i ,,The Infectious
Diseases Society of America” (IDSA) oraz ,,American
Society of Microbiology” opracowali wytyczne do-
tyczace diagnostyki choréb zwigzanych z C.difficile
(16,17,18). Zaproponowano zastosowanie przesiewo-
wych testéw do wykrywania dehydrogenazy glutami-
nianowej (GDH), a nastgpnie w przypadku uzyskania
wyniku dodatniego potwierdzenie z zastosowaniem
testow do wykrywania toksyny A/B testem ELISA lub
testem genetycznym. Testy do wykrywania antygenu
somatycznego GDH charakteryzuje wysoka czutos$¢
(0d 97,6% do 100%) oraz wysoka ujemna warto$¢ pre-
dykcyjna (NPV 99%). Zatem mozna przyjaé, ze ujemny
wynik wyklucza obecnos¢ C.difficile w badanej probce
katu. Nalezy pamigtaé, ze wykrycie antygenu GDH nie
pozwala rozrézni¢ zakazenia szczepem toksynotwoOr-
czym od kolonizacji szczepem nietoksynotworczym
(11,14,17,19,20).

Ztotym standardem w wykrywaniu toksyny B
jest test cytotoksyczno$ci - metoda czasochlonna,
kosztowna, wymagajaca hodowli tkankowych i po-
twierdzenia w te$cie neutralizacji, dlatego tez nie jest
rutynowo stosowana (16,17,18). Europejska grupa
badawcza na podstawie przeprowadzonych badan
wykazata, ze 93% laboratoriow opiera diagnostyke
CDI na komercyjnych testach do wykrywania toksyn
A/B bezposrednio w probkach katu. Okoto 80% bada
toksynotworczos¢ metoda immunoenzymatyczna
a 41,6% stosuje zaro6wno testy ELISA jak i hodowle
(21). Testy oparte na reakcji immunoenzymatycznej
(ELISA) sa proste w wykonaniu a wynik uzyskuje
si¢ w krotkim czasie. Metoda ELISA wykazuje bardzo
dobrg swoistos¢, lecz jest niewystarczajgco czuta, co
moze prowadzi¢ do zanizenia liczby rozpoznawanych
zakazen (22). Potwierdzaja to wyniki uzyskane w ni-
niejszej pracy. Kontynuacja dalszego etapu badania
diagnostycznego probek pochodzacych od 67 chorych,
u ktorych wstepnie nie wykryto toksyn testem ELISA,
z zastosowaniem algorytmu diagostycznego umoz-
liwita rozpoznanie zakazenia szczepem potencjalnie
toksynotworczym C. difficile dodatkowo u 32 (22,9%)
pacjentdw objawami klinicznymi zakazenia. Wszystkie
wyhodowane szczepy pochodzace od chorych, u kto-
rych wykryto tylko antygen GDH byly toksynotworcze.
Podobne wyniki uzyskata Nurzynska i wsp. stosujac
dwustopniowy algorytm do badania probek , ktore
wstepnie uznano za ujemne GDH (+) TOX (-) (23).

Pacjenci, u ktérych uzyskano wyniki fatszywie
ujemne stanowig potencjalne zrédto zakazenia krzy-
zowego 1 moga przyczynia¢ si¢ do wybuchu epidemii
szpitalnej. Brak wtasciwej, skutecznie przeprowadzone;j
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diagnostyki mikrobiologicznej pocigga za sobg niezdia-
gnozowanie pacjenta i konsekwencje kliniczne oraz
epidemiologiczne. Wdrozenie odpowiednich metod
diagnostycznych moze przyczyni¢ si¢ do wzrostu liczby
wykrytych zakazonych pacjentow.

Posiew katu w kierunku C. difficile moze by¢
przydatny jako metoda uzupetniajgca wyniki testow im-
munoenzymatycznych w przypadku pacjentow, ktorzy
mieli objawy kliniczne wskazujace na zakazenia C. dif-
ficile 1u ktorych stwierdzono obecnos¢ tylko antygenu
GDH. Metoda hodowlana jest czuta, lecz czasochtonna
1 wymaga potwierdzenia toksynotworczosci wyhodowa-
nego szczepu. Jednakze otrzymanie szczepu w hodowli
pozwala na wykonanie szeregu dodatkowych badan np:
ustalenie typu genetycznego co pozwala na petniejsze
rozpoznanie epidemiologii zakazen C.difficile.

W badaniach wykonywanych w okresie od stycznia
2011 roku do potowy 2012 roku spotykano si¢ z proble-
mem braku wyhodowania szczepu C. difficile z probki
katu, w ktérej wykryto antygen GDH. Nie zidentyfiko-
wano przyczyny zaistniatej sytuacji. Powodem mogta
by¢ obecnos¢ w kale zwigzkéw hamujacych wzrost
szczepu w warunkach in vitro lub moglo wiaza¢ sie
to z nizsza czuloscia uzytego w poczatkowym okresie
badan podtoza hodowlanego (24).

Przysztoscig w diagnostyce CZCD wydaja si¢ by¢
metody genetyczne. Obecnie na rynku dostepne sa
testy oparte na metodzie Real -Time PCR dajace moz-
liwos¢ wykrycia fragmentow genow toksyn: toksyny
B, (tcdB), toksyny binarnej (cdtA i cdtB) oraz charak-
terystycznej delecji tcdC w pozycji 117 wystepujacej
w szczepach o waznym znaczeniu epidemiologicznym
tj. w szczepach nalezacych do PCR-rybotypu 027. Jest
to metoda komercyjna zaaprobowana przez Amery-
kanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA — Food
andDrug Administration). Novak-Weekley 1 wsp. wyka-
zali w swojej pracy wigksza czutos¢ (94,4%) i wysoka
ujemng wartos¢ predykcyjng NPV (98,8%) dla RT-PCR
w pordéwnaniu z badaniami immunoenzymatycznymi
(83,1%) i testem cytotoksycznosci (55,6%) (25). Me-
toda ta pozwala na uzyskanie w kréotkim czasie (45
min) wyniku, rozstrzygajacego w przypadku uzyskania
wstepnie wynikdéw ujemnych lub watpliwych w sytuacji
wystapienia okreslonych objawéw klinicznych i podej-
rzenia zakazenia C.difficile. Nalezy jednak pamigtaé,
ze wykrycie fragmentéw gendéw toksyn C.difficile nie
jest dowodem §wiadczacym o ekspresji toksyn, a moze
wskazywac na stan nosicielstwa. Dlatego istotna jest in-
terpretacja wyniku badania genetycznego w polgczeniu
z objawami klinicznymi.

W niniejszej pracy przeprowadzono typowanie
genetyczne wyhodowanych szczepow C.difficile me-
toda PCR-rybotyping. Wykazano, ze szczepy C.diffi-
cile wyhodowane od pacjentow z objawami biegunki
i niedroznosci jelit byly zréznicowane genetycznie.
Wykryto 8 roznych rybotypdw, w tym dwa nalezace do
PCR-rybotypow 027 1 176 o podwyzszonym potencja-
le epidemicznym. Na uwage zastuguje fakt wykrycia
u pacjentow rybotypu 176, blisko spokrewnionego
z rybotypem NAP1/B1/027, ktory pojawit si¢ w Polsce
na przetomie 2008 i 2009 roku (26). Podwyzszony
potencjal epidemiczny szczepow C.difficile stwarza
zagrozenie zasiedlenia si¢ tego drobnoustroju w §ro-
dowisku szpitalnym i zwigksza ryzyko zakazen CZCD.

WNIOSKI

Diagnostyka pacjentow zakazonych toskynotwor-
czym szczepem C. difficile z zastosowaniem jedynie
testow ELISA do wykrywania toksyn A/B w probkach
katu jest niewystarczajaca. Wyniki badan przedstawione
w niniejszej pracy uzasadniajg celowos¢ uwzglednie-
nia w algorytmach diagnostyki laboratoryjnej CZCD
metod genetycznych i hodowlanych.
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