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ABSTRACT

Clostridium difficile (CD) is the most common etiologic agent of antibiotic-associated diarrhea. The number of
infections has increased dramatically in the last decade. Although the diseases caused by CD are mostly related
to health care and antibiotic therapy, some are community-acquired cases. This article explains the pathogenesis
of this microorganism, pointing to depletion of intestinal microflora diversity and the inadequate response of
the immune system as an important factor predisposing the development of CD infection. Previous published
studies have demonstrated an increased incidence of hipervirulent ribotype 027 in Poland and Europe and also
the emergence of other ribotypes in various parts of Europe with increased potential for pathogenicity. A high
percentage of CD strains, which were isolated in Poland demonstrated resistance to ciprofloxacin, imipenem,
erythromycin and moxifloxacin and multidrug resistance. In addition, there was observed a trend to increase
in the value of MIC for vancomycin and metronidazole. Factors that may affect the reduction of effectiveness
in drug therapy include the sublethal doses achieved in the intestinal lumen, heterogenicity of resistance to
metronidazole, the ability to form the biofilms, presence of protein, which repair damaged DNA, transformation
of an antibiotic to inactive form and mutations leading to changes to the binding sites of vancomycin.
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STRESZCZENIE

Clostridium difficile (CD) jest najczestszym czynnikiem etiologicznym poantybiotykowych biegunek. Liczba
zakazen w ostatniej dekadzie gwattownie wzrosta. Cho¢ zachorowania wywotane przez CD sg gltéwnie zwia-
zane ze stuzbg zdrowia i antybiotykoterapia, to cze$¢ z nich dotyczy przypadkow pozaszpitalnych. Artykut
wyjasnia patogenezg¢ tego drobnoustroju, wskazujac zubozenie roznorodnosci flory jelitowej oraz nieadekwatny
poziom pobudzenia uktadu odpornosciowego jako istotne czynniki predysponujgce do rozwoju zakazenia. Na
podstawie opublikowanych badan wykazano wzrost czgstosci wystepowania w Polsce i Europie hiperwirulent-
nego rybotypu 027 oraz pojawienie si¢ w roznych rejonach Europy innych rybotypoéw o zwigkszonym poten-
cjale chorobotworczosci. Wysoki odsetek szczepow CD wyizolowanych w Polsce wykazuje oporno$¢ na cipro-
floksacyne, imipenem, erytromycyne i moksifloksacyne oraz charakteryzuje si¢ wielolekoopornoscia. Ponadto
zaobserwowano tendencj¢ do wzrostu wartosci MIC dla wankomycyny 1 metronidazolu. Czynniki, ktére moga
wplywaé¢ na zmniejszenie skuteczno$ci stosowanych w terapii lekow to subletalne dawki osiggane w $wietle
jelita, heterogenny poziom oporno$ci na metronidazol, zdolnos¢ do tworzenia biofilmu, obecnos¢ biatek napra-
wiajacych uszkodzone DNA, przeksztatcenie antybiotyku do postaci nieaktywnej oraz mutacje prowadzace do
zmiany miejsca wigzania wankomycyny.

Stowa kluczowe: Clostridium difficile, antybiotykoterapia, biegunka poantybiotykowa, lekoopornosé
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INTRODUCTION

Clostridium difficile infection (CD) is the most
common cause of antibiotic-associated diarrhea in
developed countries. The incidence in the selected
areas has risen 4-fold over the last decade (1). Increased
number of severe cases are associated with higher
mortality, which consists up to 9-38% (2). Recurrent
infections are an additional problem, which affects 15-
35% of cases (3). The cost of CD infection in Europe
is estimated to be € 3 billion per year and is expected to
be higher, because patients with predisposing factors
still arrive (4).

CHARACTERISTICS OF ETIOLOGIC AGENT

CD is a bacterium commonly found in the external
environment: soil, water, and in the digestive tract of
animals and humans. This Gram-positive, anaerobic
bacillioccursintwo forms, as avegetative celland spore.
Vegetative cells usually survive 15 minutes on dry,
indoor surfaces. Unfavorable environmental conditions
cause the sporulation, what changes the sensitive form
in highly resistant. This characteristic combined with
resistance to commonly used antibiotics makes it easy
to survive in the hospital environment. Commonly
used alcohol-based disinfectants or quaternary
ammonium salts do not eliminate the spores, which
can survive several months in the hospital environment
(5). Particularly high surface contamination occurs
around patients with diarrhea. Therefore, infections
can be spread by toilet seat, wash-basins, cabinets,
beds, telephones and medical equipment: stethoscopes,
sleeves to pressure measurements or thermometers.
Environmental contamination, though much smaller,
also occurs around the asymptomatic carriers, who can
also be a source of infections (6). However, the current
guidelines do not recommend detection or isolation of
asymptomatic carriers.

Because 30% of cases are not related to healthcare
and antibiotic therapy (7), it is suggested that
CD infection could be a food-borne disease. The
presence of these bacilli was detected in beef, pork,
turkey, vacuum-wrapped meat and meat sauces (8).
Transmission may be promoted by the fact that freezing
meat and short term heating does not eliminate the
contamination. Spores survive a 10 minute exposure
to a temperature of 85°C, and even two-hours heating
to 71°C (9). Sensitivity to temperature varies in the
different strains. Kai Deng et al. presented that one of
the analyzed strains even shows an increased ability
to germinate spores after 4 months storage in food
products at room temperature (5).
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WSTEP

Zakazenie Clostridium difficile (CD) jest najczgst-
szg przyczyna poantybiotykowych biegunek w krajach
rozwinietych. Liczba przypadkéw w ostatniej dekadzie
wzrosta na wybranych terenach az 4-krotnie (1). Zwick-
szona liczba przypadkow o cigzkim przebiegu zwigzana
jest z coraz wyzsza $Smiertelnoscia siggajaca 9-38% (2).
Dodatkowe problemy stwarzajg nawroty zakazen, kto-
re dotyczg 15-35% przypadkow (3). Skalg zagadnienia
obrazuja wydatki, jakie ponoszone sa w Europie z tego
powodu, a ktore szacowane sg na 3 miliardy Euro roczne
(4). Niestety w przysztosci nalezy si¢ spodziewaé dalsze-
go wzrostu zapadalnosci, poniewaz przybywa pacjentow
z czynnikami predysponujacymi do rozwoju choroby.

CHARAKTERYSTYKA CZYNNIKA
ETIOLOGICZNEGO

CD to bakteria powszechnie wystepujaca w srodowi-
sku zewnetrznym: w glebie, wodzie oraz w przewodzie
pokarmowym zwierzat i ludzi. Jest Gram-dodatnig, bez-
tlenowg laseczka wystepujaca w dwoch formach - jako
komorka wegetatywna oraz przetrwalnik. Komorki we-
getatywne zwykle przezywaja do 15 minut na suchych
powierzchniach w zamknigtym pomieszczeniu. Nieko-
rzystne warunki $rodowiska wywotuja proces sporula-
cji, przeksztalcajacy wrazliwa posta¢ komodrki w forme
uspiong. Cecha ta polgczona z opornoscia na powszechnie
stosowane antybiotyki ulatwia przezycie w §rodowisku
szpitalnym. Pospolicie stosowane srodki dezynfekcyjne
na bazie alkoholu lub czwartorzgdowych soli amonio-
wych nie eliminujg przetrwalnikow. Czas przezycia spor
w $rodowisku szpitalnym moze wynosi¢ kilka miesiecy
(5). Szczegodlnie wysokie skazenie powierzchni wystepu-
je wokot chorego pacjenta z biegunka. Zatem drogg sze-
rzenia si¢ zakazen moga by¢ deski sedesowe, umywalki,
szafki, uchwyty 1ozek, telefony oraz sprzet medyczny:
stetoskopy, rekawy do mierzenia ci$nienia, czy termo-
metry. Skazenie $rodowiska, cho¢ znacznie mniejsze,
wykryto rowniez w otoczeniu bezobjawowych nosicieli,
ktoérzy réwniez mogg by¢ zrodtem transmisji zakazen (6).
Jednak aktualne rekomendacje nie zalecajg wykrywania
nosicielstwa, ani izolacji bezobjawowych przypadkow.

Poniewaz nawet 30% zachorowan dotyczy przypad-
kow niezwigzanych ze stluzbg zdrowia i antybiotykotera-
pig (7), sugeruje si¢ mozliwos¢ przekazania infekcji droga
pokarmowa. Obecnos¢ tych laseczek wykryto u zwierzat
hodowlanych oraz w produktach spozywczych, takich
jak wotowina, wieprzowina, migso indycze, mi¢so pako-
wane prozniowo, czy sosy migsne, nasuwa przypuszcze-
nie transmisji pokarmowej oraz odzwierzecej (8). Takiej
transmisji moze sprzyja¢ fakt, ze mrozenie migsa oraz
krotkotrwala obrobka termiczna nie eliminuje skazenia.
Przetrwalnik przezywa 10 minutowa ekspozycje na tem-
perature 85°C oraz nawet dwugodzinne podgrzewanie
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THE PATHOGENESIS

Spores are resistant to digestive juices, which
allows bacteria safe passage through the stomach to the
intestines, where it starts the process of germination
to vegetative form. Bacterial flagella allow cell
locomotion to binding surface. In this process, surface
cysteine protease Cwp84 is involved, which allows to
penetrate protective layer of mucus. Adherence to the
specific epithelial receptor by the pathogenic adhesins
is the first stage of the infection (10). However,
colonization of the bowel does not always cause
symptoms of disease. Asymptomatic carriage occurs in
3-15% of adults (11). A high incidence of colonization
was observed in hospitalized patients and nursing
homes residents. According to a study conducted in the
United States 46% of the residents can be carriers (12).
Particularly frequent colonization, consisting of 37%-
70% of population was observed in newborns and
infants (13). It was observed that such small children
showed no symptoms of disease, probably due to
immaturity of receptors for bacterial toxins (14).

CD is acquired from the mother or from the
surrounding environment and can easily settle in the
uncolonized digestive tract of neonates. During ageing
colonization resistance is developed. CD is displaced
by saprophytic microflora, which block the space to
adhere, use nutrients and often produce bacteriocins.
The representatives of the saprophytic anaerobic
intestinal flora, such as: Coprococcus, Roseburia,
Faecalibacterium and Ruminocococcus produce
butyric acid, which is the main source of energy for
colonocytes, and in addition inhibits inflammation
and increases the tightness of the intestinal barrier by
stimulating the production of mucin and antimicrobial
peptides. Patients with CD infection have a paucity of
bacteria producing butyric acid, compared to healthy
controls (15). Intestinal microflora transform primary
bile acids to compounds, which strongly inhibit spore
germination (10). Bifidobacterium, breast milk-derived
genus have an important protective role. It has been
shown that breast-fed babies are less likely to develop
CD infection (14% vs. 30%). After the first year of
life the colonization decreases to characteristic levels
for adults (16). Antibodies, which were produced
during this time, protect against infection in further
life. Antibiotic therapy, chemotherapy and stress
have a negative effect on the intestinal microflora,
and regeneration requires a long time. The imbalance
through the depletion of intestinal diversity unlocks the
ecological niches, which promotes the development of
infection.

The main factors causing the symptoms of disease
are two toxins produced by the CD: enterotoxin TcdA
and cytotoxin TcdB. Glycosyltransferase activity

do 71°C (9). Wrazliwos$¢ na temperaturg jest rozna u po-
szczeg6lnych szczepow. Co ciekawe, w pracy Kai Deng
i wsp. jeden sposrod analizowanych szczepow zwigkszyt
zdolno$¢ do kietkowania spor po 4 miesigcach przetrzy-
mywania w 23°C w produktach spozywczych (5).

PATOGENEZA

Przetrwalnik wykazuje oporno$¢ na soki trawienne,
co umozliwia bakteriom bezpieczne przejscie przez zota-
dek, az do jelit, gdzie rozpoczyna si¢ proces kietkowania
do postaci wegetatywnej. Dzigki wici komoérka bakteryj-
na wykazuje zdolno$¢ aktywnego ruchu, ktéry umozli-
wia dotarcie do miejsc uchwytu. W procesie tym udziat
bierze powierzchniowa proteaza cysteinowa Cwp84,
ktéra umozliwia sforsowanie ochronnej warstwy $luzu.
Pierwszym etapem zakazenia jest przyleganie komoérek
bakteryjnych do swoistych receptorow nabtonka, w kto-
rym kluczowg role odgrywaja patogenne adhezyny (10).
Jednak kolonizacja jelit nie zawsze prowadzi do wysta-
pienia objawow chorobowych. Szacuje sig, ze okoto 3-15
% dorostych 0sob jest bezobjawowymi nosicielami tej
bakterii (11). Wysoka czestos¢ kolonizacji obserwuje si¢
u pacjentéw szpitalnych oraz rezydentow doméw opieki
spotecznej. W badaniach przeprowadzonych w USA no-
sicielstwo stwierdzono u 46% pensjonariuszy (12). Cie-
kawym zjawiskiem jest szczegélnie czgsta kolonizacja
przewodu pokarmowego noworodkow i niemowlat, do-
tyczaca 37%-70% tej populacji (13). U tak matych dzieci
nie obserwuje si¢ objawow chorobowych, prawdopodob-
nie ze wzgledu na niewyksztalcone jeszcze receptory dla
bakteryjnych toksyn (14).

Szczep patogennej laseczki, ktory nabywany jest od
matki lub z otaczajacego srodowiska, tatwo osiedla si¢
w niezagospodarowanym przez mikroorganizmy prze-
wodzie pokarmowym miodego czlowieka. Jednak wraz
z wiekiem dochodzi do rozwinigcia tzw. opornosci ko-
lonizacyjnej. CD zostaje wypierany przez zasiedlajace
jelita saprofityczne drobnoustroje, ktére blokuja miejsca
przylegania, zuzywaja substancje odzywcze oraz cze-
sto produkuja szkodliwie dla patogendow bakteriocyny.
Przedstawiciele saprofitycznej beztlenowej flory jelito-
wej, np. rodzaje: Coprococcus, Roseburia, Faecalibac-
terium, Ruminocococcus produkuja kwas mastowy, ktory
jest dla kolonocytow gltéwnym zrodtem energii, dodat-
kowo hamuje stan zapalny oraz zwigksza szczelno$¢ ba-
riery jelitowej poprzez stymulowanie produkcji mucyny
i przeciwbakteryjnych peptydow. U pacjentow zakazo-
nych CD wykazano znacznie mniejsza liczbg bakterii
produkujacych maslany w poréwnaniu do 0s6b zdrowych
(15). Ponadto drobnoustroje saprofityczne przeksztalcaja
pierwotne kwasy zotciowe, majace wlasciwosci stymula-
cji kietkowania przetrwalnikéw, do zwigzkow silnie ha-
mujacych ten proces (10). Wazna rolg ochronng spetnia
pozyskany z mlekiem matki rodzaj Bifidobacterium. Wy-
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of these enzymes provide to deactivate the proteins:
RhoA, Racl, Cdc42, which are responsible for the
polymerization of actin fibers. The effects of this
action are changes in cytoskeleton, causing death
of colonocytes and excessive secretion of water and
electrolytes into the intestine. Only those strains of CD
which produce toxins are considered to be pathogenic.
It is suggested, that 86% of CD strains may produce
toxins (17). Inaddition, about 20% of the strains produce
a binary toxin, which is likely to intensify the action
of other toxins and stimulates epithelial cells to stick
the microtubule out, which facilitates adhesion (18). It
is believed that their additional presence enhances the
risk of relapse (19). Furthermore, the toxins induce a
strong inflammatory response in the intestinal lumen
by activating cytokines, stimulating macrophages to
produce TNF-a and inducing neutrophil chemotaxis.
Massive disintegration of tissues and epithelial barrier
disruption is observed. An efficient immune system
is essential to reduce and eliminate the infection, but
over-activity can lead to damage in the intestines.
Infiltration of inflammatory cells, mucins, fibrin and
fragments of damaged cells create a band defined as a
pseudomembranes.

The host immune response has a greater impact
on the course of infection than virulence factors of
the pathogen. It has been shown that high levels of
IL-8, IL-23 and CXCLS5 predicts prolonged time of
disease (18). This data suggest, how important role of
eradication of CD infection plays properly balanced
immune system. Bacterial toxins and activity of
immune response directly cause symptoms of diarrhea,
which can be mild to persistent and debilitating.
Concomitant symptoms can be abdominal pain, fever,
nausea and vomiting. The most severe clinical form
is pseudomembranous colitis, which may lead to
obstruction and toxic megacolon. Such cases require a
colectomy and are burdened with high mortality.

Risk factors of CD infection, in addition to
antibiotic therapy are reduced efficiency of the immune
system, the use of proton pump inhibitors, prolonged
hospitalization, a history of gastrointestinal surgery,
parenteral nutrition, diabetes, vitamin D deficiency,
Crohn’s disease, and ulcerative colitis. Patients over 65
years old and those which receive chemotherapy are
especially susceptible to infection (20), (21).

EPIDEMIOLOGY OF CD INFECTIONS

The standardized typing methods was needed due
to rapid increase of CD infections and spreading strains
with high pathogenicity potential in many countries.
The most popular method for differentiation of
strains within the CD species is PCR-ribotyping. This
technique is based on the detection of differences in
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kazano, ze u dzieci karmionych piersia rzadziej wystepu-
je nosicielstwo CD (14% vs 30%). Po pierwszym roku
zycia kolonizacja spada do poziomu charakterystycznego
dla os6b dorostych (16). Wytworzone w tym czasie prze-
ciwciala chronig przed infekcja w dalszym zyciu. Anty-
biotykoterapia, chemioterapia, a nawet stres wplywaja
negatywnie na sktad flory jelitowej, ktoérej odbudowa
wymaga dhugiego czasu. Zachwianie rOwnowagi poprzez
zubozenie roznorodnosci gatunkowej odblokowuje nisze
ekologiczne, co sprzyja rozwojowi zakazenia.

Gloéwnymi czynnikami wywotujacymi objawy cho-
robowe sg dwie toksyny produkowane przez CD: ente-
rotoksyna TcdA oraz cytotoksyna TcdB. Sa to enzymy
o aktywnosci glukozylo-transferazy, ktore inaktywuja
biatka odpowiedzialne za polimeryzacje widkien aktyny
(RhoA, Racl, Cdc42), co prowadzi do zmian w cytosz-
kielecie powodujacych $mier¢ kolonocytow. Efektem
jest nadmierne wydzielanie wody i elektrolitow do §wia-
tla jelita. Tylko te szczepy CD, ktore produkujg toksyny,
uznaje si¢ za chorobotworcze. Wedlug niektorych zrodet
moze dotyczy¢ to 86% szczepow (17). Ponadto okoto
20% szczepoéw produkuje toksyng binarna, ktora praw-
dopodobnie wzmacnia dziatanie pozostatych toksyn oraz
stymuluje komorki nabtonka do wysuwania mikrotubuli,
co ulatwia etap kolonizacji (18). Uwaza sig, ze jej dodat-
kowa obecnos$¢ wptywa na podwyzszone ryzyko nawro-
tow (19). Poza tym toksyny wywolujg silng odpowiedz
zapalng w $wietle jelita, aktywujac cytokiny prozapalne,
stymulujgc makrofagi do produkcji TNF-a oraz dziatajac
chemotaktycznie na neutrofile. Efektem jest masywna
dezintegracja tkanek i rozszczelnienie bariery jelitowe;.
Cho¢ sprawny uktad immunologiczny jest niezbedny
w ograniczeniu i eliminacji zakazenia, to jego nadmier-
na aktywnos$¢ moze doprowadzi¢ do uszkodzenia jelita.
Nacieki z komorek zapalnych, mucyn, wioknik oraz frag-
menty uszkodzonych komorek tworzg pasma okreslane
jako btony rzekome.

Niektore zrodta podaja, ze wigkszy wplyw na
przebieg zakazenia ma stan uktadu immunologiczne-
go pacjenta niz wlasciwosci chorobotworcze patoge-
nu. Dowiedziono, ze wysoki poziom IL-8, IL.-23 oraz
CXCLS5 prognozuje wydtuzony czas trwania choroby
(18). To obrazuje, jak wazny dla skutecznej eradyka-
cji zakazenia jest odpowiednio zrOwnowazony poziom
pobudzenia uktadu odporno$ciowego.

Bezposrednim skutkiem dziatania toksyn bakteryj-
nych oraz odpowiedzi immunologicznej na toczace si¢
zakazenie jest biegunka o r6znym nasileniu, od tagod-
nej po uporczywa i wyniszczajaca. Objawami towarzy-
szacymi mogg by¢ kurczowe bole brzucha, goraczka,
nudnos$ci oraz wymioty. Najciezsza postacig kliniczna
jest rzekomobloniaste zapalenie jelit, ktére moze do-
prowadzi¢ do niedroznosci, czy toksycznego rozdgcia
okreznicy. Takie przypadki wymagaja kolektomii i sg
obarczone duza $miertelnoscia.
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DNA with high variability region that occurs between
23SrRNA and 16SrRNA. It has been described over
300 different ribotypes so far, but only a few of them
particularly often cause infections and outbreaks.

Increased incidence of infections, which were
noted in the U.S. and Europe is associated with the
emergence of a hipervirulent strain belonging to PCR
ribotype 027. This strain was also spread in Asia and
Australia (22). Increased virulent potential is associated
with a high resistance to fluoroquinolones, to increased
production of toxins A and B, and an additional binary
toxin production (23).

RTO027 for the first time was isolated in Poland in
2005 (24). The analysis of strains, which was isolated
in 2008-2010 from the three Polish hospitals (Warsaw,
Plock, Poznan) revealed that 23% was belonged to
ribotype 027 (25). However, the data collected in 2011-
12 in study ClosER (Clostridium difficile European
Resistance) show that RT 027 consist 45% among
Polishisolates (26). Prevalence of RT027 coincides with
other observations. In accordance with their results,
57.8% of strains isolated from 10 Polish hospitals in
2012 belonged to this hipervirulent ribotype (27). This
worrying trend which occurs in Poland, was confirmed
by a wide analysis carried out by the EUCLID (The
European, multicentre, prospective, biannual, point-
prevalence study of Clostridium difficile infection in
hospitalised patients with diarrhoea) in 2013. This
study included about 600 toxigenic strains received
from 19 countries of Europe. A total of 125 ribotypes
were identified, of which the most prevalent was RT027
(19%). The highest proportion of strains belonging
to the RT 027 were recorded in Germany (43%),
Hungary (17%), Poland (16%) and in Romania (12%)
(28). Comparison of the epidemiological data from
2008 reveals almost 4-fold increase in prevalence of
RT027 in Europe (29). In addition, this study showed
that the higher incidence rate of RT027 is correlated
with less diversity of other ribotypes, what confirms
able to effective spread. It is also noted that this study
showed a high diversity of ribotypes between countries
from different parts of Europe. Although hipervirulent
ribotype is highly dominated in the countries of the
East and West, but number of isolations from North
and South of Europe is small or negligible (28).

Epidemiological analysis of the situation in
the individual countries revealed occurrence of
other endemic strains with high virulent potential.
The example illustrating this phenomenon is the
occurrence of RT176 in the Czech Republic, which
accounted for 38% of all ribotypes. Furthermore,
RT176 is the second most often isolated ribotype in
Poland (30). Interestingly, RT176 shows similarities
to RT027. Both ribotypes produce binary toxin and
have a characteristic deletion in 117 nucleotide position

Czynnikami predysponujacymi do rozwoju zaka-
zenia wywolanego przez CD, poza antybiotykoterapia
jest obnizona sprawno$¢ uktadu immunologicznego,
stosowanie inhibitorow pompy protonowej, dtugo-
trwata hospitalizacja, przebyte zabiegi operacyjne
dotyczace przewodu pokarmowego, zywienie poza-
jelitowe, cukrzyca, niedobor witaminy D, choroba
Lesniowskiego-Crohna, czy wrzodziejace zapalenie
jelita grubego. Szczegodlnie podatne na zakazenie sa
osoby powyzej 65 roku zycia oraz poddane chemiote-
rapii (20), (21).

EPIDEMIOLOGIA ZAKAZEN CD

Gwaltowny wzrost zakazen oraz rozprzestrze-
nianie si¢ w wielu krajach szczepoéw o zwigkszonym
potencjale chorobotwoérczo$ci wymusito konieczno$¢
ujednolicenia metod typowania. Najpopularniejsza
metodg roéznicowania szczepdw w obregbie gatunku
CD jest PCR-rybotypowanie. Technika ta opiera si¢
na wykrywaniu réznic w regionie DNA o wysokiej
zmienno$ci, ktory wystepuje pomigdzy podjednostka-
mi 23S rRNA i 16S rRNA. Opisano dotychczas ponad
300 réznych rybotypow, jednak tylko kilka sposrod
nich szczegodlnie czgsto wywoluje zakazenia i wybu-
chy epidemii szpitalnych.

Intensywny wzrost zakazen notowany w USA oraz
Europie zwigzany jest z pojawieniem si¢ hiperwiru-
lentnego szczepu nalezacego do rybotypu 027, ktory
rozprzestrzenit si¢ rowniez w Azji i Australii (22).
Jego wzmozony potencjal chorobotwoérczy wiaze sie
z wysoka opornoscia na fluorochinolony, zdolnos$cia
do zwigkszonej produkcji toksyn A i B oraz dodatko-
wego wytwarzania toksyny binarnej (23).

W Polsce po raz pierwszy RT027 zostat wyizolo-
wany w 2005 roku (24). W analizie szczepoéw pocho-
dzacych z trzech polskich szpitali (Warszawa, Plock,
Poznan) z lat: 2008-2010 juz 23% izolatow nalezata do
rybotypu 027 (25). Natomiast dane zebrane w latach
2011-12 w programie ClosER (Clostridium difficile Eu-
ropean Resistance) wykazuja az 45% udziat rybotypu
027 posrod polskich izolatéw (26). To wyrazne rozprze-
strzenianie si¢ RT027 pokrywa si¢ z innymi obserwa-
cjami. Zgodnie z wynikami ich badan w 2012 roku az
57,8% szczepdw z pochodzacych z 10 polskich szpi-
tali nalezato do tego hiperwirulentnego rybotypu (27).
Ta niepokojaca tendencja, ktdra wystepuje w Polsce,
znalazta poniekad potwierdzenie w szerokiej analizie
przeprowadzonej przez EUCLID (The European, mul-
ticentre, prospective, biannual, point-prevalence study
of Clostridium difficile infection in hospitalised patients
with diarrhoea) w 2013 roku. W ramach tego projektu
badano okoto 600 toksynotworczych szczepow nade-
stanych z 19 krajow Europy. Wyodrebniono w nim 125
roéznych rybotypéw, z czego najczgsciej wystepowat
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within the toxins gene, which results in increased levels
of toxigenicity. Another strain with high transmission
potential — RT018, was described by Italian scientists
as the most common in their study (42.4%) (31). At the
beginning of XXI century, it managed to displace an
earlier prevalent strain - RT126. This epidemiological
success results from a better adherence to intestinal
epithelial cells and more efficient production of toxins
in comparison to its predecessor (32). High toxigenicity
and the production of additional toxins are easy for
direct links with increased virulence and spread.
However, some study results deny the correlation
between this kind of ribotype and severity of infection
(33). The evolutionary effectiveness of selected
strains is an example indicating that independently
in many places in the world can develop new isolate
with increased spreading potential, and can crowd out
worse adapted competitors.

ANTIBIOTIC SENSITIVITY OF CD

Epidemic success of CD is mostly associated
with resistance to commonly used drugs in hospitals.
Elimination of intestinal microflora during antibiotic
treatment allows resistant pathogen to selective growth
and leads to symptoms of the disease. Analysis based
on susceptibility of Polish CD isolates gathered in 2012
showed a high percentage of resistance to ciprofloxacin
(100%), imipenem (87.9%), erythromycin (85.5%)
and moxifloxacin (83.1%) (27). These results are
consistent with the report of ClosER project, which
was conducted on nearly 1000 strains collected from
22 European countries. According to its content, there
is a highest proportion of multidrug-resistant strains in
Poland (26).

Another important issue is the level of effectiveness
of drugs which are commonly used to treat infections
caused by CD: metronidazole, vancomycin, and
fidaxomicin. All European isolates which were sent
to study ClosER, showed sensitivity to the latest
medicine, fidaxomicin (26). In addition, 96.84% of
the strains were sensitive to vancomycin and 97.82%
to metronidazole. These results should be regarded
as satisfying, however detailed analysis of antibiotic
sensitivity from different countries shows that some in
regions there appears atendency for arise in the values of
Minimal Inhibitory Concentration (MIC). Particularly
worrying is that the highest percentage of Polish
strains with decreased susceptibility to metronidazole,
accounted to 40%. It should be mentioned that only
20 strains received from Poland were tested, which
is not a representative sample. However, the number
of reduced sensitivity cases is 4.5 times greater than
the number of similar strains obtained from the
second highest frequent in this ranking, Denmark. The
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wilasnie RT027 (19%). Najwyzszy odsetek szczepow
nalezacych do tego rybotypu odnotowano w Niem-
czech (43%), na Wegrzech (17%), w Polsce (16%)
oraz w Rumunii (12%) (28). Poréwnanie danych epi-
demiologicznych z 2008 roku ujawnia prawie 4-krotny
wzrost czystosci wystepowania RT027 w Europie (29).
Ponadto w badaniu tym wykazano, ze wyzsza czgstos¢
wystepowania RT027 w danym kraju, skorelowana byta
z mniejsza roéznorodnoscig innych rybotypow, co po-
twierdza skuteczno$¢ jego potencjalu do rozprzestrze-
niania. Warto roéwniez podkresli¢, ze omawiane badanie
wykazalo duza odmiennos¢ i réznorodnos¢ w wystepo-
waniu poszczegoélnych rybotypéw pomigdzy krajami
z réznych stron Europy. Cho¢ hiperwirulentny rybotyp
wyraznie zdominowat kraje na wschodzie i zachodzie,
to na potnocy i poludniu kontynentu czgstos¢ jego izo-
lacji jest mata lub znikoma (28).

Analizujac szczegdtowo sytuacje epidemiologiczng
w poszczegolnych krajach mozna zauwazy¢ endemicz-
ne wystepowanie innych szczepéw o prawdopodobnie
réwnie duzym potencjale chorobotworczosci. Przykta-
dem obrazujagcym to zjawisko jest wystepowanie RT176
w Czechach, ktéry we wspomnianym wczesniej badaniu,
byl najczestszy 1 stanowit 38% wszystkich rybotypow.
W Polsce zajmuje on drugie miejsce pod wzgledem cze-
stosci wystepowania (30). Co ciekawe, RT176 wykazuje
podobienstwo do RT027. Oba rybotypy produkuja tok-
syne binarng oraz posiadaja charakterystyczng delecje
w pozycji 117 nukleotydu w obrebie genu regulujace-
go produkcje toksyn, ktéra skutkuje wzmozong toksy-
notworczoscig. Inny szczep o wysokim potencjale trans-
misji — RT018 opisuja wloscy naukowcy, wskazujac jako
najczestszy w ich badaniu (42,4%) (31). Z poczatkiem
XXI wieku zdotat on wyprze¢ rozpowszechniony wcze-
$niej RT126. Jego sukces epidemiologiczny wigzany jest
z wieksza zdolnoscig przylegania do komorek nabtonka
jelit oraz efektywniejsza produkcja toksyn w poréwna-
niu do poprzednika (32). Cechy, takie jak zwigkszona
produkcja toksyn, czy wytwarzanie dodatkowej toksyny
s fatwe do bezposredniego powiazania z podwyzszona
wirulencja 1 niewatpliwie ulatwiaja rozprzestrzenianie.
Jednak mimo to wyniki niektorych badan neguja kore-
lacje pomiedzy rodzajem rybotypu a stopniem cig¢zkosci
zakazenia (33).

Przedstawione przyktady skutecznosci ewolucyj-
nej wybranych szczepdéw wskazuja, ze niezaleznie od
siebie w wielu miejscach na §wiecie moga powstac
izolaty o predyspozycjach do szerzenia zakazenia na-
wet pomiedzy roznymi kontynentami oraz wypieranie
gorzej przystosowanych konkurentow.

LEKOWRAZLIWOSC CD

Sukces epidemiczny, jaki odniost CD zwigzany jest
przede wszystkim z opornoscig na leki powszechnie
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proportion of Polish strains with reduced sensitivity
to vancomycin (MIC=4 mg/L) was approximately 5%
of cases (26). Interestingly, earlier Polish data from
2012 not recorded cases with drastic reduction in
the sensitivity of vancomycin and metronidazole but
only increased the value of the MIC90 compared with
strains collected in the years 2004-2006 (27). These
differences may arise from the use of other methods of
antibiotic susceptibility measure. In Polish studies the
E-test method was used, while in the project ClosER
the spiral gradient method was used. Both techniques
can give results that differ by 1-2 dilution compared
to the reference method, which is dilution in agar
(34), (35). Incidents of underreporting MIC values by
using the E-test method are described in particular for
metronidazole (36), which indicates that the kind of
method used can affect the result.

In addition, on our continent and beyond, there
has been observed the emergence of strains which are
resistant to vancomycin and metronidazole. In a study
performed in Israel in 2014, the most often isolated
ribotype 027 (31.8% of all isolated strains) showed
reduced susceptibility to vancomycin, having MIC
values of 4 mg/L in 87.7% of the cases. In addition,
the metronidazole MIC values > 2 mg/L had 44.6% of
strains belonging to this ribotype (37).

The reasons for the lack of effectiveness of
antibiotic treatment may be different. The concentration
of metronidazole, which occurs in the intestinal lumen,
may be insufficient to eliminate the infection. The
sublethal dose can select cells with reduced sensitivity
to the antibiotic. It was found that the level of resistance
to metronidazole on CD can be heterogeneous, which
means that some parts of the bacterial cells of the
same strain may exhibit higher MIC values (38). This
phenomenon may be hard to detect during laboratory
diagnostics. Metronidazole is administered in an
inactive form, which after penetration into the bacterial
cells is transformed by nitroreductase to a highly
cytotoxic compound, which damages bacterial DNA.
The mechanism of resistance to this drug has not been
explained so far, and is probably multi-factorial. One
factor may be the ability of the pathogen to produce
altered nitroreductase. The result of this is the inability
to produce forms of the drugs which are toxic to the
bacteria.

Another strategy of resistance is the production by
the CD of proteins involved in the repair of damaged
DNA (39). Also, resistance to vancomycin is not
exactly known; it has been suggested that the cause of
resistance may be mutations leading to changes in the
binding sites of the drug. The same kind of resistance
mechanism was observed in glycopeptide-resistant
enterococci (40).

stosowane w szpitalnictwie. Eliminacja saprofitycznej
flory jelitowej podczas antybiotykoterapii umozliwia
selektywne namnazanie opornego patogenu i rozwoj
choroby. Analiza lekowrazliwosci polskich izolatow CD
zebranych w 2012 roku wykazata wysoki odsetek opor-
nosci na ciprofloksacyng (100%), imipenem (87,9%),
erytromycyne (85,5%), moksifloksacyne (83,1%) (27).
Wyniki te znalazty potwierdzenie w raporcie rozleglego
projektu ClosER, ktory przeprowadzono na prawie 1000
szczepach zebranych z 22 krajéw Europy. Zgodnie z jego
treScig w Polsce wystepuje najwyzszy odsetek szczepow
charakteryzujacych si¢ wielolekoopornoscia (26).

Kolejng wazng kwestig jest poziom skuteczno$ci
lekow powszechnie uzywanych w terapii zakazen wy-
wotanych przez CD — metronidazolu, wankomycyny
oraz fidaksomycyny. Wszystkie europejskie izolaty na-
destane do badania ClosER, wykazywaly wrazliwo$¢
wobec najnowszego leku-fidaksomycyny (26). Ponadto
96,84% szczepdw charakteryzowata si¢ wrazliwo$cig
na wankomycyne, a 97,82% wrazliwo$cig na metroni-
dazol. Cho¢ w skali ogdlnej wyniki te nalezy uzna¢ za
satysfakcjonujace, to niestety analizujac szczegotowo
lekowrazliwos$¢ szczepdw z poszczegolnych krajow
mozna zauwazy¢ regiony, w ktorych wystepuje tenden-
cja do narastania wartosci minimalnego stezenia hamu-
jacego (Minimal Inhibitory Concentration — MIC). Wy-
jatkowo niepokojacg informacja jest najwyzszy posrod
badanych krajéw Europy procent polskich szczepow
z obnizong wrazliwoscia na metronidazol, wynoszacy
az 40%. Nalezy wspomnie¢, ze przebadano tylko 20
szczepdw nadestanych z Polski, co stanowi malo re-
prezentatywna probg. Mimo to, skala przypadkow ob-
nizonej wrazliwosci jest o ponad 4,5 razy wigksza od
liczby analogicznych szczepoéw uzyskanych w drugiej,
pod tym niechlubnym wzgledem kraju, jakim byla Da-
nia. Natomiast odsetek polskich szczepdéw o obnizonej
wrazliwo$ci wobec wankomycyny (MIC 4 mg/L) ksztat-
towat si¢ na okoto 5% (26). Co ciekawe, wczesniejsze
dane pochodzace z Polski z 2012 roku nie odnotowaty
przypadkow tak drastycznego obnizenia skutecznosci
wankomycyny i metronidazolu, a jedynie podwyzszona
warto$¢ MIC, w poréwnaniu ze szczepami zebranymi
w latach 2004-2006 (27). Réznice te moga wynikaé
z zastosowania innych metod oznaczenia wartosci MIC.
W polskich badaniach zastosowano metod¢ E-test, na-
tomiast w projekcie ClosER uzyto metody spiral gra-
dient. Obie techniki mogg dawa¢ wyniki réznigce si¢
o0 1-2 rozcienczenia w poréwnaniu do referencyjnej me-
tody rozcienczen w agarze (34), (35). Przypadki zani-
zania wartosci MIC przy uzyciu paskow E-test zostaty
opisane zwtaszcza dla metronidazolu (36).

Ponadto zar6wno na naszym kontynencie, jak
i poza nim odnotowano pojawienie si¢ opornosci na oba
stosowane w terapii leki. W badaniu przeprowadzonym
w Izraelu w 2014 roku, najczesciej izolowany rybotyp
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Another cause of therapeutic failures may be
the ability of the CD to grow a form of a biofilm.
Bacterial cells secrete numerous proteins, DNA and
polysaccharides that form a thick mucus that isolates
the pathogen from the defense mechanisms of the host;
protecting against oxidative stress, toxic substances
and antibiotics. Biofilm developing cells exhibit a 100
times greater resistance to the drugs used in treatment
and an enhanced ability to sporulate. This phenomena
may be the cause of recurrent infections. Increasing
incidences of therapeutic failure may be caused by
the adaptation of the CD to survive in the presence
of antibiotics. It should be noted that almost half of
relapses are caused by a new strain. Therefore, health
condition and the diversity of the intestinal microbiome
is indicated as the main reason for therapeutic failure.
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027 (stanowiacy 31,8% wszystkich izolowanych szcze-
pow) przejawial obnizong wrazliwo$¢ na wankomycy-
ne, wyrazong jako MIC=4 az w 87,7% przypadkdow. Po-
nadto warto$ci MIC >2 mg/L dla metonidazolu wyka-
zywalo 44,6% szczepow nalezacych do tego rybotypu
(37).

Przyczyny braku skutecznosci antybiotykoterapii
moga by¢ rozne. Stezenie metronidazolu, ktore wystepuje
w $wietle jelita, moze by¢ niewystarczajace do eliminacji
zakazenia. Wowczas subletalne dawki leku selekcjonuja
komorki o obnizonej wrazliwo$¢ wobec antybiotyku. Do-
wiedziono, ze poziom opornosci na metronidazol u CD
moze by¢ niejednorodny, co oznacza, ze czes¢ komorek
bakteryjnych tego samego szczepu moze wykazywacl
wyzsze wartosci MIC (38). Takie zjawisko moze stwarzaé¢
problemy diagnostyczne utrudniajace jego wykrycie.

Metronidazol jest podawany w nieaktywnej po-
staci, ktora dopiero po wniknigciu do wnetrza komor-
ki bakteryjnej pod wptywem dzialania nitroreduktazy
ulega przeksztalceniu do wysoce cytotoksycznego
zwigzku uszkadzajacego DNA. Mechanizm opornosci
na ten lek nie zostat do konca wyjasniony i prawdo-
podobnie jest wieloczynnikowy. Jednym z nich moze
by¢ nabycie przez drobnoustrdj zdolnosci do wytwa-
rzania zmienionej nitroreduktazy, ktora przeksztatci
antybiotyk do postaci uniemozliwiajacej wytworzenie
toksycznej dla bakterii formy leku.

Inng strategia opornosci jest wytwarzanie przez
CD biatek bioracych udziat w naprawie uszkodzonego
DNA (39). Réwniez oporno$¢ na wankomycyne nie zo-
stata doktadnie poznana, sugeruje si¢, ze mutacje pro-
wadzace do zmiany miejsca wigzania leku, moga by¢
jej przyczyna. Analogiczny mechanizm opornosci wy-
stepuje u enterokokow opornych na glikopeptydy (40).

Przyczyna niepowodzen terapeutycznych moze by¢
zdolno$¢ CD do wzrostu w postaci biofilmu. Komorki bak-
teryjne wydzielaja liczne biatka, DNA oraz polisacharydy
tworzace gesta, Sluzowa ostong, ktdra odgradza patogen
szczelng barierg przed mechanizmami obronnymi gospo-
darza, chroni przed stresem oksydacyjnym, toksycznymi
substancjami oraz antybiotykami. Komorki rozwijajace
biofilm wykazujg nawet 100-krotnie wigksza opornos¢ na
stosowane w terapii leki oraz charakteryzuja si¢ zdolnoscia
do sporulacji. Zjawiska te moga by¢ przyczyng nawroto-
wych infekcji. Na wzrastajgca czgstos¢ niepowodzen te-
rapeutycznych z pewnoscia wplywaja opisane przypadki
adaptacji CD do przetrwania w obecnosci antybiotykow.

Nalezy podkresli¢, ze niemal potowa przypadkow
nawrotOw zwigzana jest z zakazeniem nowym szcze-
pem. Dlatego tez, jako gléwna przyczyng braku sku-
tecznosci terapii wskazuje sie stan zdrowia pacjenta,
na ktory ogromny wplyw ma réznorodno$¢ mikrobio-
mu jelit.
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