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Zastosowanie dwustopniowego algorytmu w diagnostyce chorych
z niskim poziomem toksyn A/B Clostridium difficile w kale
potwierdzonym testem immunoenzymatycznym

The use of two-stage algorithm in the diagnosis of patients with low levels
of Clostridium difficile toxins A/B in feces confirmed by using enzyme
immunoassay
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Szesédziesiat dziewie¢ probek kalu pobranych od chorych z biegunka szpi-
talna, w ktorych nie wykryto toksyn C. difficile testem EIA lub uzyskano
wynik watpliwy stosujac rutynows diagnostyke, poddano dalszej analizie.
Powodem wykonania dodatkowych oznaczen byl stan kliniczny pacjentéw.
Zastosowano metode hodowlana oraz RT-PCR. Zdiagnozowano 55 (78%)
pacjentéw z niskim poziomem toksyn w kale, zakazonych toksynotwérczym
szczepem C. difficile, w tym 34 (62%) pacjentéw zakazonych szczepem NAP1/
B1/027 lub genetycznie pokrewnym. Zastosowanie dodatkowo dwustopnio-
wego algorytmu diagnostycznego zwieksza szans¢ prawidlowego rozpoznania
zakazenia C.difficile u pacjentéw z niskim poziomem toksyn A/B w kale.

Stowa kluczowe: zakazenia Clostridium difficile, niski poziom toksyn A/B C.difficile, dwu-
stopniowy algorytm diagnostyczny C. difficile,

ABSTRACT

Introduction: Clostridium difficile infection (CDI) is a serious problem in hospitalized
patients. Rapid and accurate laboratory diagnosis is the key to reducing of CDI. The subop-
timal sensitivity and specificity of many commercial enzyme immunoassays have limited
their utility. The aim of this study was analysis of faecal samples obtained from patients
with clinical evidence of CDI, with non-detectable or questionable result of toxins A/B C.
difficile recognized by toxins A/B EIA test.
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Methods: A two-step algorithm for diagnostics of C. difficile infection (CDI) in patients
with non-detectable or questionable result of toxins A/B C. difficile confirmed by C. difficile
enzyme immunoassay (EIA) (Wampole, TOX A/B 11, TechLab, USA) was used. Sixty nine
faecal samples obtained from patients with nosocomial diarrhea were retested. All faecal
samples were cultured on selective medium CLO C.difficile (BioMérieux, Francja). The
positive samples on selective medium were tested by using Real Time-PCR (Xpert CD assay,
Cepheid, Sunnyvale, CA, USA). Xpert CD assay is a real time multiplex PCR that can be
used to detect toxigenic C. difficile strains and differentiate the C. difficile presumptive NAP1/
BI/027 strain. All results when faecal samples were negative in culture growth on selective
medium and result of EIA test were questionable was confirmed by use a RT-PCR test.
Results: Among 69 faecal samples 56 were negative for toxins A/B using EIA test and
13 gave questionable results. By anaerobic culture 60 of 69 specimens yielded C. difficile
isolates. Among 69 faecal samples 55 were positive using RT-PCR. Thirty four (62%) of
patients was infected by presumptive C. difficile NAP1/Bl/027.

Conclusions: C. difficile testing by use of culture and Real Time PCR (RT-PCR) increases
diagnostic yield in a hospital patients with non-detectable or low level of toxins A/B in
stool samples of patients infected by toxigenic C. difficile strains including presumptive C.
difficile NAP1/B1/027.

Key words: Clostridium difficile infection (CDI), low level of C. difficile toxin A/B, two-
-step of algorithm for diagnosis CDI

WSTEP

Gram-dodatnia, beztlenowa laseczka Clostridium difficile jest najczestsza przyczyna
biegunki infekcyjnej u hospitalizowanych pacjentéw. Zakazenie spowodowane tym drob-
noustrojem moze przebiega¢ bezobjawowo, wywotywac tagodng biegunke, potencjalnie
$miertelne, rzekomobtloniaste zapalenie okr¢znicy, czy tez ostre rozdgcie okre¢znicy (me-
gacolon toxicum) (1,8). Powaznym problemem sg nawroty i reinfekcje zakazen C. difficile
(7). Wzrost czgstosci wystepowania zakazen wywolanych przez C. difficile w Polsce i wielu
innych krajach ma z pewnoscia zwigzek z pojawieniem si¢ nowych szczepow, w tym wysoce
zjadliwego 1 hiperepidemicznego typu NAPI/BI/027 (5, 11, 12) .

Szybka i wtasciwa laboratoryjna diagnostyka pacjentow zakazonych C. difficile jest
kluczem do prawidtowego rozpoznania, postgpowania terapeutycznego i ograniczenia
rozprzestrzeniania si¢ C. difficile w $srodowisku szpitalnym, umozliwiajac wprowadzenie
odpowiednich procedur kontroli zakazen (2, 3). Nowym wyzwaniem diagnostycznym jest
pojawienie si¢ w srodowisku szpitalnym réwniez w Polsce, szczepow hiperwirulentnych,
ktore nalezy szybko wykry¢ i przedsigwzia¢ odpowiednie procedury kontroli zakazen jak
chociazby izolacj¢ chorych (2, 9). Testy immunoenzymatyczne stosowane w diagnostyce
laboratoryjnej, umozliwiajace wykrycie C. difficile w probkach katu sa dalszym ciagu
niewystarczajaco czute i swoiste, dlatego stosuje si¢ algorytmy dwu- lub trzystopniowe,
w celu zwigkszenia szansy wlasciwego rozpozna CDI (6, 10, 15, 16).

Celem podjetych badan byla proba zastosowania wybranego, dwustopniowego algo-
rytmu diagnostycznego w celu weryfikacji ujemnych lub watpliwych wynikow uzyskanych
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metodg EIA w kierunku toksyn C. difficile ze wzgledu na kliniczne dowody wskazujace na
zakazenie C.difficile w tej grupie pacjentow.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto 69 prébek katu, w ktorych nie wykryto toksyn C. difficile stosujac
metode EIA, wykorzystywana rutynowo w diagnostyce laboratoryjnej szpitala SP CSK
lub uzyskano wynik watpliwy. Za watpliwy uznano wynik oznaczenia probki o bardzo
jasnym zabarwieniu, interpretowany jako (1+). Wszystkie probki katu (n=69) posiano na
podtoze selektywne do izolacji C.difficile. W dniu wyhodowania szczepy poddano badaniu
na obecno$¢ markerow genetycznych testem RT-PCR w celu wykrycia toksynotwoérczosci.
W przedstawionej pracy nie uwzgledniono w analizie probek dodatnich, ktorych wyniki
testow EIA nie budzity watpliwosci .

Oznaczanie toksyn metoda EIA. Z kazdej probki wykonano oznaczenie na obec-
no$¢ toksyn A/B metoda immunoenzymatyczng (EIA), z wykorzystaniem testu Wampole
C. difficile TOX A/B II (TechLab, USA). Oznaczenie przeprowadzono zgodnie z instrukcja
producenta. Probki katu, ktérych nie badano w dniu przestania materialu do laboratorium,
przechowano w temp. 2-8°C do nastgpnego dnia, a te ktore przechowywano powyzej 24
godzin zamrozono w temp. -20°C. Za dodatni wynik uznano kazde oznaczenie, w ktorym
obserwowano z6lte zabarwienie badanej probki. Pozytywne wyniki poddano klasyfikacji:
1+, 2+, 3+, 4+, wedlug zataczonej ulotki producenta, przy czym wynik 1+ to probka zabar-
wiona na kolor bladozoélty, 4+ to probka zabarwiona na kolor intensywnie z6lty. Za ujemny
wynik w tescie EIA uznano oznaczenia, w ktorych nie obserwowano zabarwienia probki
na kolor z6lty, zgodnie z kontrolg ujemna. Za wyniki watpliwe uznano wyniki okreslone
jako 1+. Po przeprowadzeniu rutynowo pierwszego etapu diagnostycznego testem EIA do
dalszych oznaczen wybrano probki na podstawie nastgpujacych kryteridow: wynik ujemny
lub stabo dodatni (+) uzyskany w tescie EIA do wykrywania toksyn A/B C. difficile dla
danego oznaczenia, brak innych czynnikéw etiologicznych biegunki, przedluzajace si¢
objawy u pacjenta sugerujace zakazenie C. difficile, skuteczno$¢ empirycznego leczenia
metronidazolem lub wankomycyng (konsultacja z lekarzem). Badanie dotyczyto probek
niepowtarzalnych.

Izolacja szczepow C. difficile. Kazda probke katu niezwlocznie posiano na pod-
loze selektywne CLO C. difficile (BioMérieux, Francja). Podtoza inkubowano w warunkach
beztlenowych z uzyciem generatorow gazu GENbox anaer lub GENbag anaer (BioMérieux,
Francja), w temperaturze 35-37°C przez 48 godzin. Identyfikacj¢ C. difficile przeprowa-
dzono na podstawie charakterystycznej morfologii kolonii, z6tto-zielonej fluorescencji
w lampie Wooda, zapachu para-krezolu oraz wyniku preparatu barwionego metoda Grama
jak opisano wczesniej (11). Do dalszej identyfikacji uzyto testu lateksowego C. difficile Test
Kit (Oxoid, Wielka Brytania), w ktérym czasteczki lateksu optaszczono przeciwcialami
kroliczymi IgG swoistymi dla antygenu Sciany komorkowej drobnoustroju (dehydrogenazy
glutaminianowej - GDH).

Real Time-PCR (RT-PCR). Badane probki analizowano stosujac automatyczny
zestaw do badan Xpert CD assay, Cepheid, Sunnyvale, CA, USA. Zestaw ten umozliwia
wykrycie trzech markeréw toksynotworczosci C. difficile: fragmentu genu toksyny B (¢cdB),
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fragmentdéw gendw toksyny binarnej (cdtA i cdtB) oraz delecje w pozycji 117 w genie regula-
cji negatywnej tcdC. System integruje trzy podstawowe reakcje: izolacj¢ DNA, amplifikacje
i detekcje. Materialem do badan byly probki katu (n=15) lub wyhodowane szczepy (n=54),
w zaleznosci od sytuacji diagnostycznej. Testy wykonano zgodnie z zaleceniami producenta.
Wynik oznaczenia uzyskiwano po uptywie ok. 45 minut od wstawienia probki do aparatu.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W 2012 r. w Zaktadzie Mikrobiologii SP CSK rozszerzono diagnostyke o dwustopniowy
algorytm diagnostyczny w przypadku probek katu pobranych od 69 od chorych z podejrze-
niem biegunki o etiologii C. difficile.

Wsrod 69 wybranych probek katu do dalszej analizy, w 56 (81,2%) probkach wstepnie
poddanych rutynowej diagnostyce nie wykryto toksyn testem EIA (wynik ujemny) a w 13
(18,8%) stwierdzono stabo dodatni wynik (watpliwy) oznaczony jako (+). Z 60 (87%) probek
katu wyhodowano na podtozu statym szczepy C. difficile. Z kazdej probki katu, w ktdrej
nie wykryto toksyn C. difficile metoda EIA, wyhodowano szczep C. difficile. Natomiast
nie wyhodowano szczepu C. difficile z zadnej z 9 (13%) probek katu, dla ktérych wynik
badania byt watpliwy. Dla tych probek wykonano test RT-PCR z katu jako test rozstrzygaja-
cy. W dwoch przypadkach uzyskano wynik dodatni a w siedmiu - ujemny. Ogétem dodatni
wynik testu RT-PCR uzyskano w 55 (79,7%) oznaczeniach.

Podsumowanie wynikéw zastosowania wybranego dwustopniowego algorytmu diag-
nostycznego przedstawiono w tabeli I. Stosujac metod¢ RT-PCR uzyskano 34 (49,3%)
oznaczenia, w ktorych stwierdzono wszystkie trzy markery toksynotworczosci, tj. fragment
genu toksyny B (fcdB), fragmenty genow toksyny binarnej (cdtA i/lub cdtB) oraz delecje
w genie tcdC w pozycji 117, ktorych obecno$¢ wskazuje na prawdopodobne zakazenie
hiperepidemicznym szczepem NAPI/BI/027 lub genetycznie spokrewnionym.

Wyniki te byly zgodne z éwczesng sytuacja epidemiologiczng szpitala tj. wzrostem
liczby przypadkow zakazen C. difficile, duza liczba nawrotéw oraz trudnosciami w leczeniu
biegunek szpitalnych.

W 20 (28,9%) szczepach wykryto, stosujac metod¢ RT-PCR, fragment genu ftcdB,
aw jednym szczepie fragment genu toksyny fcdB i1 fragmenty genéw toksyny binarnej (cdt4

Tabela I. Podsumowanie wynikéw zastosowania dwustopniowego algorytmu diagnostycznego
do weryfikacji 69 probek katu pochodzacych od chorych z niewykrywalnym lub niskim
poziomem toksyn C. difficile w kale.

Wynik testu EIA do Wyniki oznaczen metoda Wyniki oznaczen metodg RT-
wykrywania toksyn hodowli PCR
w probkach katu - - - ;
(n=liczba/odsetek oznaczen) dodatni yjemny dodatni Ujemny
Wynik ujemny: n=36 56 (100%) 0 (0%) 49 87,5%) | 7(12,5%)
(81,2%)
Wynik wapliwy: n=13 4 (31%) 9 (69%) 6 (46,2%) 7 (53,8%)

(18,8%)
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i/lub cdtB). W przypadku 14 (20,3%) oznaczen nie wykryto markerow toksynotworczo$ci
C.difficile (Tabela II).

Tabela II. Podsumowanie wynikow oznaczen wykonanych metoda RT-PCR i EIA w probkach po-
chodzacych od 69 chorych z niskim poziomem toksyn A/B C. difficile.

RT-PCR EIA
. Wynik ujemny Wynik watpliwy
Markery toksynotworczos$ci Liczba - .
oznaczen Liczba Odsetek Liczba Odsetek
oznaczen | oznaczen | oznaczen | oznaczen
tcdB (+)
cdtA i/lub cdtB (+) o o
delecja w pozycjint 117 (+) 34 3 o1% 3 %
(prawdopodobnie NAP1/B1/027)
tcdB (+)
cdtA i/lub cdtB (-) 20 16 80% 4 20%
delecjant 117 (-)
tcdB (+)
cdt4 i/lub cdtB (+) 1 1 100% 0 0
delecja w pozycjint 117 (-)
tcdB (+)
cdtA i/lub cdtB (+) 14 7 50% 7 50%
delecja w pozycji nt 117 (+)

(+) wynik dodatni; (-) wynik ujemny

Analizujac powyzsze wyniki badan, zwraca uwage duza liczba oznaczen ujemnych
uzyskanych metoda EIA tj. 31 (91%), w przypadku zakazenia prawdopodobnie szczepem
hiperepidemicznym NAP1/BI/027 lub genetycznie spokrewnionym, co potwierdzono sto-
sujac metode RT-PCR. Tak duza rozbiezno$¢ wynikdéw prawdopodobnie jest spowodowana
nizsza czutosciag metody EIA niz metody RT-PCR, obecnoscia zwiazkow hamujacych,
nierownomiernego rozktadu toksyn w kale oraz niestabilnos$cig biatek toksycznych (11).
Z drugiej strony, zwraca uwage duza liczba, tj 50% (n=7) wynikow uzyskanych przy zastoso-
waniu metody EIA do wykrywania toksyn, ktore okre§lono zgodnie z instrukcja producenta
jako slabododatnie (watpliwe), nie potwierdzonych jako dodatnie w metodzie RT-PCR.

Testy diagnostyczne stosowane do wykrywania toksynotworczosci szczepow C. dif-
ficile cechuje niewystarczajaca czutos¢. Zlotym standardem jest w dalszym ciggu metoda
hodowlana, dzigki ktorej zwigksza si¢ mozliwos¢ wykrycia szczepow C. difficile (4,13,14).
Z naszych obserwacji wynika, co potwierdzaja inni autorzy, ze automatyczny zestaw do wy-
konania RT-PCR pozwala na szybkie przeprowadzenie badania diagnostycznego, jakkolwiek
w opisanym badaniu zastosowano t¢ metod¢ do potwierdzenia toksynotworczosci wyho-
dowanych szczepow, w tym szczepow potencjalnie hiperwirulentnych NAP1/BI/027 (15).

Diagnostyka pacjentow z zakazeniem C. difficile jest trudna i nie zawsze skuteczna.
W przypadku pacjentow szpitalnych, u ktorych obraz kliniczny wskazuje na zakazenie C.
difficile, natomiast wynik badania diagnostycznego z zastosowaniem jednego testu nie
potwierdza rozpoznania, nalezy wlaczy¢ inne testy potwierdzajace.
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