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1. 1. Istorijat

lako postoje pisani tragovi o PMC tokom 1893 god., C. difficile je opisan
tek 1935. god., od strane Halla i Toolea. Svoj prvi naziv - Bacillus difficilis,
dobija zbog sporog rasta 1 veoma teskog subkultivisanja primokultura dobijenih
iz bolesni¢kog materijala do Ciste kulture. Kasnije je svrstan u rod Clostridium.
Smatralo se da je nepatogen jer je najceSc¢e kultivisan iz uzoraka zdrave dece.
Tokom 1977. god. dokazano je da je C. difficile nakon davanja antibiotika
izazvao kolitis koji se zavrSio smréu. Dalja kontinuirana istrazivanja su
pokazala da ova bakterijska vrsta moze produkovati dva toksina (A 1 B) koji su
odgovorni za nastanak bolesti.

Predlog Lawson i sar. (1) za podelu roda Clostridium na Clostridium
butyricum i srodne vrste, ima za posledicu da vrste koje ostaju izvan ove grupe
ne treba striktno smatrati pripadnicima roda Clostridium. Jedan od tih
mikroorganizama je i Clostridium (C.) difficile. Na oshovu analize genskih
sekvenci 16S rRNA, najblizi rodak C. difficile je C. mangenotii sa 94.7%
istovetnosti osobina. Oba pripadaju familiji Peptostreptococcaceae koja je
filogenetski udaljena od C. butyricum i drugih striktnih pripadnika roda
Clostridium. Na osnovu fenotipskih, hemotaksonomskih i filogenetskih analiza,
formiran je novi rod Clostridioides koji obuhvata Clostridium difficile kao
Clostridioides difficile i Clostridium mangenotii kao Clostridioides mangenotii.

1. 2. Ekologija C. difficile

C. difficile se normalno kao bezopasan mikroorganizam nalazi u
covekovoj okolini. Tokom predhodnih tridesetak godina uradena su mnoga
istrazivanja o prisustvu ovog mikroorganizma u ¢ovekovoj okolini i moguc¢im
izvorima infekcije. Istrazivanja o Covekovoj sredini i okolini kao izvoru
infekcije su radena od strane Al Saifa i Braziera 1996. god.. Rezultati
istrazivanja su pokazali da je 7.1 % uzoraka bilo pozitivno 1 to iz zemljiSta
(21%), ku¢nih ljubimaca (7%) i bolnica (20%). Najvecu znacajnost je pokazao
nalaz u 87.5% uzoraka re¢nih 1 46.7% uzoraka jezerskih voda. Takode je 50%
uzoraka bazenskih voda bilo pozitivno na C. difficile, kao i 2.4 % uzoraka
svezih biljaka 1 2.2% povrSina privatnih kucéa i stanova. Podaci svih ovih
istrazivanja pokazuju da je populacija van bolnica izloZzena C. difficile 1 da ga
mogu uneti u bolnicu.

1. 3. Osobine C. difficile

1. 3. 1. Morfologija

C. difficile je tipi¢ni predstavnik roda Clostridium koji obuhvata grupu
Gram-pozitivnih, pokretnih, anaerobnih ili aerotolerantnih bacila, Siroko
rasprostranjenih u zemljistu i intestinalnom traktu zivotinja. Sporu formira
subterminalno a retko centralno. Spore su otporne na toplotu, susenje i
hemijske agense §to im omogucuje prezivljavanje u nepovoljnim uslovima
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sredine (slika 1). Na elektronskoj mikroskopiji se mogu uociti flagele i druge
izrasline na bakterijskoj ¢eliji.

Slika 1. Morfologija C. difficile.

Na preparatima sa selektivne CCFA podloge uocavaju se izduzene
bacilarne forme kod kojih je inhibirano stvaranje spora (slika 2).

Slika 2. . Morfologija C. difficile na preparatu od kolonija poraslih na selektivnim
podlogama.

1. 3. 2. Kulturelne i biohemijske osobine

Prisustvo C. difficile se u uzorcima bolesnickog materijala moze utvrditi
izolovanjem mikroorganizma na hranljivim podlogama ili otkrivanjem
ekstracelularnih produkata. Za kultivisanje se koriste opste (krvni agar) i
selektivne hranljive podloge. Na krvnom agaru nakon inkubacije od 48h
formira ahemoliticne (neki sojevi mogu da daju alfa hemolizu), sivo-belicaste
ili zelenkasto-bele kolonije veli¢ine od 2-3 mm, lako konveksne hrapave
povrsine (slika 3).
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Slika 3. Kolonije C. difficile na krvnom agaru nakon inkubacije od 48"

Veéina izolata formira zaobljene kolonije, hrapave povrSine sa
napravilnim-nareckanim ivicama (slika 4).

Slika 4. Hrapave kolonije C. difficile na krvnom agaru nakon
inkubacije od 48"

Istrazivane su mnoge selektivne supstance za izolovanje C. difficile (p-
cresol, klindamicin, aminoglikozidi, cefotaxim i polimiksin B). George W. i
sar. preporucuju selektivnu CCFA (cycloserin, cefoxitin fructose agar) podlogu
za kultivisanje uzoraka stolice. Danas se ova podloga koristi u veéini
mikrobioloskih laboratorija. Podloga sadrzi selektore cycloserin (500 mg/L) 1
cefoxitin (16 mg/L). U nekim studijama se preporucije smanjenje
koncentracija na 250 mg/L i 8 mg/L. Originalna preskripcija podloge sadrzi i
zumance jajeta koje moze biti pomesano sa krvlju. Nakon 48h inkubacije na
CCFA podlozi C. difficile formira kolonije zute boje, koje su izdignute, kruzne
sa tankim filamentoznim ivicama, neravnom povrSinom veli¢ine 2-4 mm i
malim udubljenjem na zaravnjenom delu kolonija. Oranz-ruZicasta boja
podloge se menja u Zutu na 2 do 3 milimetara oko kolonija (slika 5).
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Slika 5. Kolonije C. difficile na CCFA podlozi nakon inkubacije od 48",

Neki sojevi formiraju okrugle, kupolaste glatke kolonije sa pravilnim
ivicama veli¢ine 1-2 mm nakon inkubacije od 48h na CCFA podlozi (slika 6).

Slika 6. Atipi¢ne, kupolaste kolonije C. dif‘ff}cile na CCFA podlozi nakon inkubacije
od 48"

Za kultivisanje C. difficilae se moze koristiti i krvni agar sa dodatkom
mozdano-sré¢anog bujona, Columbia i Iso-Sensitest agar. Na ovim podlogama
moguée je ranije uoliti kolonije C. difficile koriS¢enjem zuto-zelene
fluorescentne UV lampe talasne duzine 365 nm. Fluorescencija se ne moze
koristiti za preliminarnu identifikaciju na CCFA podlozi jer sve klostridije koje
rastu na ovoj podlozi redukuju neutralni crveni indicator i fluoresciraju
brilijantno-Zuto pod svetlos¢u UV lampe.

Kultivisanje C. difficile se vr$i u anaerobnim uslovima tokom najmanje
48" na temperaturi od 37°C. Upotreba automatizovanih sistema za postizanje
anaerobnih uslova nakon 1 minuta, omogucuje vidljiv porast na podlozi nakon
24" inkubacije.
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Za dobijanje veceg broja izolata (osetljivosti kultivisanja) predlazu se
nekoliko dodatnih postupaka tokom kultivacije. Vecina ima za cilj otkrivanje
spora C. difficile tokom epidemioloSkih studija i kultivisanja uzoraka iz
bolesnickih soba (brisevi povrSina, medicinskog namestaja, aparata, pomagala,
ruku osoblja itd). Koristi se ¢ist sodium taurocholate ili sodium cholate u
koncentraciji od 1g/L, koji omogucuje bolju germinaciju spora $to je vazno
narocito u slu¢ajevima kada je kultura negativna a utvrdeno je prisustvo toksina
u stolici. Primena metode alkoholnog Soka sa etil-alkoholom takode doprinosi
senzitivnosti kultivisanja na CCFA podlozi. Ovom metodom meSaju se
podjednake koli¢ine alkohola (apsolutnog ili industrijskog-Spiritus alkohola) 1
stolice. Dobijena suspenzija se inkubira 1 sat na sobnoj temperaturi a nakon
toga se nekoliko kapi prenese i zaseje na selektivnim ili drugim kori§¢enim
podlogama. Tokom predhodnih dvadesetak godina proucavan je i postupak
toplotnog Soka (zagrevanje uzoraka stolice na 80°C tokom 10 minuta) sa ciljem
povecanja senzitivnost kultivisanja C. difficile iz uzoraka stolice $to je dalo
dobre rezultate.

Vec¢ina sojeva C. difficile hidrolizuje eskulin i fermentuje fruktozu,
glukozu manitol i manozu do kiseline. Ne produkuje indol niti redukuje nitrate.
Ne fermentuje laktozu i saharozu. Neki sojevi mogu hidrolizovati zelatin. C.
difficile moze produkovati sircetnu, propionic¢nu, isobuteri¢nu, valeri¢nu i iso-
kaproi¢nu kiselinu u mesnom bujonu. Produkuje p-krezol iz tirosina preko p-
hidroksifenilsircetne kiseline. Dodavanje p-hidroksifenilsiréetne kiseline i
norleucina u podlogu, stimulise C. difficile na produkciju p-krezola i kaproicne
kiseline.

Detekcija iso-kaproicne, kaproicne kiseline i p-krezola u podlozi gasnom
hromatografijom je dovoljna za identifikaciju C. difficile. C. difficile se moze
identifikovati i utvrdivanjem prisustva nativnih oblika enzima kit testovima.
Komercijalno dostupni biohemijski testovi su bolji od konvencionalnih metoda
jer omogucuju krace vreme inkubacije (Rapid ID ANA, API 20 A)(21)(slika 8).

Slika 8. Biohemijska aktivnost C. difficile na Analytical Profile Index (API) sistemu
(esteraze i leucin arilamidase-bazeni pod rednim brojevima 3, 4, 6 )
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1. 3. 3. Antigena grada

Antigena grada C. difficile je slozena i nije razjasnjena do kraja.
Dosadasnja istrazivanja potvrduju da C. difficile poseduje grupno specifi¢ni
somatski antigen i flagelarne antigene. Na osnovu razlike u somatskom
antigenu razlikuju se 14 serogrupa koje se oznacavaju velikim slovima (A, B,
C,D,F G, H, I, K, S1, S2, S3, S4 i X). U okviru serogrupe A se primenom
PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis) metode, a na osnovu proteinskih
profila, mogu razlikovati jo$ 20 podgrupa (od Al do A20). Podgrupe poseduju
grupni specifiéni somatski antigen A ali i zajednicki flagelarni antigen Kkoji je
odgovorana za ukrStenu aglutinaciju na plocici, te se aglutinacijom ne mogu
razlikovati, ve¢ samo primenom tehnika molekularne biologije.

U literaturi se takode navodi postojanje tkz. ,.zajednickog antigena,, -
glutamat dehidrogenaze (GDH) koji se moze naéi u svim izolatoma C. difficile.

1. 3. 4. Faktori virulencije

Primarni uslov za ispoljavanje patogenosti toksigenih sojeva C. difficile je
promena normalnog odnosa bakterija kolonizatora digestivnog trakta koji
predstavlja barijeru umnoZavanju patogenih mikroorganizama. Vise od 90%
infekcija izazvanih C. difficile nastaje nakon davanja antibiotika. Dejstvo
antibiotika remeti normalnu floru kolona, dopustaju¢i endogenim i egzogenim
mikroorganizmima (C. difficile) da proliferiSu 1 kolonizuju kolon.

Nakon kolonizacije toksigeni sojevi C. difficille mogu Iuciti dva
egzotoksina, enterotoksin (toksin A) i citotoksin (toksin B), koji prouzrokuju
dijareju 1 kolitis. Pretpostavlja se da izmene u flori kolona i poremecaj funkcije
motiliteta creva predstavlja pogodnu podlogu za nastanak infekcije izazvane
ovom bakterijom (Sema 1).
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1. 3. 4. 1. Genetske karakteristike i struktura toksina A i B C. difficile

Geni koji kodiraju faktore virulencije bakterija su cesto sadrzani u
klasterima. Ovakvi genetski ,,blokovi“ ili ,kasete nazivaju se patogenim
ostrvima. Hammond GA. i sar. opisali su granice patogenog ostrva sa genima
toksina A i B, koje su nazvali toksigenim elementom. Toksigeni element
(Shema 2) C. difficile VPI 10463 je velic¢ine 19.6 kb i pored gena toksina A i B,
sadrzi i tri mala ORF-a (eng. open reading frame) segmenta, txel (naziva se i
txeR), txe2 i txe3. Dva manja ORF-a segmenta, txeR i txe2, prepisuju se u
istom smeru kao i geni toksina. Netoksigeni sojevi C. difficile na mestu gde je
naden toksigeni element sadrze sekvencu velic¢ine 127bp koju vecina
istrazivaca smatra ciljnim mestom insercije toksigenog elementa.

— > » >
ll H— HI-
txeR(1) toxB txe2 toxA txed

txeR(1) i txe2- najveda transkripcija tokom stacionarne faze
? Pozitivna regulacija, koordinirana produkcija
Txe3-najveca transkripcija tokom eksponencijalne faze
? negativna regulacija gena koji kodiraju toksine

Shema 2. Deo genoma C. difficile — toksigeni element

Gen koji kodira toksin A se sastoji od 8130 bp dok je gen koji kodira
toksin B manji (7098 bp). Krajnji produkt prepisivanja toksin kodiraju¢ih gena
1 prevodenja mRNA je veliki peptid molekulske mase 308kDa (2710 amino
kiselina) toksina A i peptid molekulske mase 270 kDa (2366 amino kiselina)
toksina B.

Toksini su 50% identicni u svojoj gradi a amino kiseline imaju
jednostavnu primarnu strukturu. Na toksinu postoje tri funkcionalna domena
(shema 3). Hoffman F. i sar. ukazuju da je enzimsko i toksi¢no dejstvo toksina
B i A vezan za njegov N-terminalni kraj (domen). Sredi$nji deo oba toksina je
transmembranski domen. C-terminalni kraj (domen) toksina obuhvata
receptorno mesto 1 sastoji se ponavljajucih peptidnih elemenata.
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Shema 3. Struktura toksina A i B C. difficile
1. 3. 4. 2. Dejstvo toksina A i B C. difficile

1. 3. 4.2.1. Vezivanje toksina A i B C. difficile za receptorne strukture

Specifi¢no vezivanje toksina C. difficile za receptore locirane na povrsini
¢elije predstavlja prvi korak u intoksikaciji ¢elije. U ¢elijama humanog porekla,
toksin A se moze vezati za GalPB1-4G1cNAc i GalNAcPB1-3GalB1-4G1cNAcC
strukture. Toksin A se takode, kod ljudi, moze vezati i za ugljenohidratne
antigene I, X 1 Y, koji imaju tip 2 strukturu jezgra slicnu ugljenom hidratu
Galal-3GallRl-4GlcNAc. Sve nabrojane antigene ekspresuju cCelije
intestinalnog epitela ljudi 1 mogu da funkcioniSu kao receptori za toksin A.
Antigen X se ¢esto nalazi na povrsini neutrofila i ostalih leukocita, $to ukazuje
da toksin A moze da osteti 1 ove Celije.

Receptorne strukture za toksin B jo§ uvek nisu poznate. Dokazano je
specifino vezivanje toksina B za Don fibroblaste kao i za ¢elije karcinoma
T84 debelog creva coveka. Takode, utvrdeno je da su polarizovane T84 ¢elije,
ubacene sa bazolateralne strane epitela debelog creva, mnogo senzitivnije na
dejstvo toksina B, §to sugerisSe da je koncentracija receptora za toksin B mnogo
veca na toj strani epitela.
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1. 3.4.2. 2. Ulazak toksina A i B C. difficile u ¢eliju

Nakon vezivanja za receptore na povrsini Celije, oba toksina ulaze u ¢eliju
putem endocitoze. Ovaj proces za toksin A vidljiv je transmisionom
elektronskom mikroskopijom. Za oba toksina utvrdeno je da zahtevaju prolaz
preko kiselog unutarcelijskog odeljka kako bi doslo do intoksikacije ¢elija. Oba
toksina (A i B) su sposobni da ostete celije nakon mikroinjektovanja, $to
ukazuje da mogu da deluju unutar celije, bez posebnog intravezikularnog
obradivanja. Ipak, predpostavlja se da je obrada toksina potrebna kako bi se
oslobodili kataliti¢ki fragmenti iz odgovaraju¢ih endocitnih odeljaka unutar
citostola. Nije poznata priroda ovog osnovnog enzimskog obradivanja kao i
molekularni detalji translokacije toksina kroz membranu.

1. 3. 4. 2. 3. Mehanizam dejstva toksina A i B C. difficile

Kada kataliticki fragmenti toksina A i B dospeju u citostol ¢elije otpocinju
glikoziliranje c¢lanova familije GTP-vezuju¢ih proteina (GTP-aze, Rho
proteini), koji su ukljuéeni u unutarcelijski prenos signala (molekularni
prekidaci). Ove GTP-aze karakteriSe njihova mala molekularna tezina (18 -
28kDa), C-terminalna poliizoprenilacija i svojstvo da vezuju i hidrolizuju
nukleotide guanina.

Najznacajniji efekt modifikacije GTP-aza jeste kolaps aktinskog
citoskeleta. Intoksicirana ¢elija prvo usporava sve fizioloSke procese, Citava
¢elija se smanjuje i zaobljuje, $to je inicijalno pra¢eno formiranjem retrakcionih
vlakana sli¢nih neuritima. Protruzije se radijalno pruzaju i ostaju vezane za
supstrat. U daljem procesu intoksikacije, retrakciona vlakna nestaju i ¢elija u
potpunosti zadobija sferni oblik, dok se u terminalnoj fazi ¢elije delimi¢no
odvajaju. Morfoloske promene prati raslojavanje filamenata F-aktina aktinskog
citoskeleta. Naponska vlakna (eng. stress fibres) celije nestaju a ostatak
aktinskih filamenata se akumulira u perinukleusnom prostoru. Mikrotubule i
intermedijarni filamenti su sekundarno pogodeni. Potrebno je samo nekoliko
molekula toksina za oStecenje Celije jer toksini imaju enzimsko dejstvo unutar
¢elije (Sema 4).
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Shema 4. Dejstvo toksina C. difficile na celiju

1. 3. 4. 2. 4. Posledice dejstva toksina A i B C. difficile na ¢eliju i razlike u
citotoksi¢nom potencijalu toksina A1 B

Toksin A (enterotoksin) u mikrogramskim dozama oStecuju epitel creva.
Prvo razara epitel vrhova crevnih resica, a zatim grani¢nu membranu, S$to
dovodi do ogoljenja povrSine mukoze. Toksina A takode razara meducelijske
Cvste spojeve (eng. tight junctions - lat. zonula occludens). Ovaj efekat nije u
najve¢oj meri posledica uniStavanja aktinskih vlakana ve¢ i inaktivacije Rho
funkcije koji reguliSu kompleks cvrste veze. Toksin A takode izaziva
produkciju razliCitih modifikatora bioloskog odgovora, npr. citokini 1
neurokini, za koje je utvrdeno da igraju znacajnu ulogu u patogenezi. Sva ova
toksi¢na oStecenja dovode do povecane permeabilnosti kolona, lu¢enja te¢nosti,
koja je osnova nastanka vodenastih stolica (tipicna manifestacija CDAD).

Toksin B ne pravi oStecenja i ne izaziva lucenje tecnosti ukoliko se samo
on injektuje u crevne vijuge. Razlog za to je verovatno nemogucénost ovog
toksina da se veZe za receptor granicne membrane Celije intestinalnog trakta u
normalnim fizioloskim uslovima. Toksin B daje svoj doprinos tek nakon toga
kada prodre dublje ispod povrsine.

11
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Jedana od posledica delovanja toksina A i B C. difficile jeste i apoptoza
enterocita (promene u gustini i fragmentaciji jedra, smanjenje ¢elije i odsustva
inflamacije u okolini ¢elije).

1. 3. 4. 2. 5. Varijacije u produkciji pojedinih toksina C. difficile

Dugo se smatralo da toksigeni sojevi C. difficile produkuju oba toksina
(A+/B+ s0j). Medutim, 1991. godine identifikovan je soj 8864 C. difficile koji
produkuje samo toksin B (A-/B+ s0j). Soj 8864 je imao veliku deleciju (5,6kb)
u genu toksina A. Takode, imao je DNK umetak od 1,1kb izmedu txe2 i
pocetka gena toksina A. Drugi varijacijski tip kultivisan je iz uzoraka dece i
pripada serotipu F (npr. Soj 1470). PCR analiza ukazuje da A-/B+ sojevi imaju
male delecione oblasti (priblizno oko 1,7kb) u genu toksina A wunutar
ponavljaju¢ih jedinica. Ovaj region ponavljaju¢ih jedinica sadrzi epitope
monoklonalnih antitela toksina A (PCG-4) koris¢enih u ELISA testovima, §to
objasnjava negativan nalaz na toksin A. Ovaj region je takode odgovoran za
vezivanje toksina A za Celije intestinalnog trakta. Nacin na koji A-/B+ sojevi
izazivaju bolest nije u potpunosti razjasnjen.

Incidenca A-/B+ sojeva C. difficile je u stalnom porastu Sirom sveta i
ovaj so0j je procentualno sve vise zastupljen u odnosu na ukupan broj toksigenih
izolata C. difficile.

1. 3. 4. 3. Ostali faktori virulencije

Istrazivanjima sprovedenim tokom poslednjih 15 godina otkriveni su i
drugi moguc¢i faktori virulencije C. difficile. NajceS¢e se ukazuje na postojanje
binarnog toksina (aktin specificni ADP-ribosyllating toksin), koji je prisutan
kod 1-8 % toksigenih sojeva C. difficile i aktivno se proucava. Binarni toksin je
kodiran cdtA (enzimska komponenta) i cdtB genom. Uloga ovog toksina nije u
potpunosti razjasnjena ali je dokumentovano da su izolati koji produkuju ovaj
toksin izazvali tezak pseudomembranozni kolitis. Takode je dokazano da
binarni toksin, slicno toksinima A i B, deluje na aktin $to dovodi do oSteéenja
citoskeleta celije.

Uloga drugih faktora virulencije je jo$ uvek nerazjasnjena. Adhezini se
smatraju vaznim za opstanak mikroorganizma u kolonu, ali to jo§ uvek nije
potvrdeno. Nekoliko ekstracelularnih enzima koje produkuje C. difficile imaju
razli¢iti efekat u in vitro uslovima ali njihova uloga jo§ uvek nije definisana.
Moguce je da ovi enzimi imaju ulogu u normalnim fiziolo§kim procesima
gastrointestinalnog trakta 1 mozda su vazni za opstanak mikroorganizma.
Novija istrazivanja ukazuju da se kod nekih patogenih sojeva C. difficile
uocava S-sloj poput omotaca na njegovoj povrsSini. Pretpostavlja se da ima
ulogu u virulenciji.
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1. 4. Imunski odgovor

Osnovana karakteristika kolitisa izazvanog C. difficile je masivni priliv
neutrofilnih leukocita iz cirkulacije u mukozu kolona, §to nastaje kao posledica
produkcije IL-1, IL-8, TNF i leukotrijena B, od strane toksinom aktiviranih
tkivnih fagocita — mastocita. Uzorci sluzokoze kolona bolesnika sa kolitisom
izazvanim C. difficile pokazuju vaskularnu kongestiju, neutrofilnu infiltraciju
lamine proprie i znake zapaljenja. Takode, tokom pseudomembranoznog
kolitisa postoji akutni zapaljenski infiltrat sa mikroabcesima a same
pseudomembrane su bogate neutrofilima.

Prirodna imunost

Veliki broj istraziva¢a smatra da je najbolja odbrana od bolesti nenarusena
normalna mikrobioloska flora creva koja prevenira Sirenje - kolonizaciju
digestivnog trakta C. difficile. Normalni motilitet creva i nenaruSena zeluda¢na
kisela barijera takode imaju znac¢aj u sprecavanju nastanka infekcije.

Steceni imuni mehanizmi.

Eksperimenti na hrécima ukazuju da vakcinacijom indukovana sistemska
IgG na toksin A deluju protektivno na nastanak infekcije. Sekretorna IgA
antitela na toksine A 1 B su takode protektivna $to je dokazano zaStitom
novorodenih hrckova koji su antitela dobijali iz mleka imunizovanih majki.

U serumu vecine odraslih zdravih ljudi su prisutna antitela protiv toksina
A. Visok nivo serumskih i intestinalnih antitoksin antitela moze biti povezana
sa kolitisom blage klinicke slike i asimtomatskim nosilastvom toksigenih
sojeva C. difficile.

1. 5. Patogeneza CDI (Clostridioides difficile infection - CDI)

Patogeni proces pocinje vezivanjem toksina A za receptore na mukoznoj
strani intestinalnih ¢elija, Sto prouzrokuje nastanak ranog transepitelnog signala
nepoznate prirode. Signal indukuje oslobadanje medijatora na bazolateralnoj
strani epitela koji aktiviraju neurone i pokre¢u sekreciju tec¢nosti. NekKi
medijatori takode aktiviraju tkivne makrofage da produkuju proinflamatorne
citokine. Sve ovo vodi ka popusStanju tvrde veze kolona, pri ¢emu se
inflamatorne celije infiltriraju u epitel, a kasnije oSteuju i samu mukozu.
Toksin A osteCuje vilozne produzetke enterocita i epitelnu membranu i moze
izazvati kompletnu eroziju mukoze. Kao odgovor na ostecenje, javlja se
viskozni krvavi eksudat. Svi ovi dogadaji omogucavaju toksinu B da prode
kroz epitel, otvorenu tvrdu vezu kolona i dode do bazolateralne povrSine ¢elija,
gde se vezuje za za receptore, 1 deluje direktno citotoksi¢no na enterocite,
izazivaju¢i nekrozu mukoze i inflamaciju. Sada toksini takode mogu 1 direktno
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aktivirati imune ¢elije, Sto moze prouzrokovati velike patoloske promene, koje
nekad rezultuju fokalnim pseudomembranoznim formacijama (Sema 5). Toksin
B nema uocljivog enterotiksi¢nog efekta ali je letalan za Celije in vitro. Zato se
smatra da toksin B ima efekat samo na ve¢ o$teceni zid creva.

Clostridium difficile \A/ <\/

sekrecija te¢nosti {‘ ( ‘\\ Citotoksicnost

A As /{\\ /§> l,ﬂ\ \/ \

A AV N | A A

1 I nuK A1 /00 NV Ly
|

Otvorena tvida veza @/

| | |
‘ | | Glikolizacija malih
‘ ® GTP-asa

v /“ A B Lamina propria

Monociti / \B/
\—/ ‘ Hemmaksa neutrofila B
,, V
’r Aktv iranje imunskog sistema
TNFu \

Shema 5. Dejstvo toksina A i B C. difficilae na epitel intestinuma

1. 6. PatoloSke promene

Toksini C. difficile delujué¢i na Celije kolona ljudi, dovode do gubitka
aktinskih filamenata, zaokrugljivanja ¢elija i odvajanja enterocita sa bazalne
membrane S§to dovodi do nastanka plitkog ulkusa na povrSini mukoze.
Serumski proteini, mukus 1 inflamatorne celije izlaze ka lumenu kolona kroz
plitki ulkus formiraju¢i karakteristicne pseudomembrane na kolonu. Izlazak
inflamatornog eksudata kroz mikroulceracije na mukozi stvara tipiche ,,
vulkanske,, lezije kod kolitisa izazvanog C. difficile (slika 9).
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Slika 9. Izgled ,,vulkanske,, lezije kod kolitisa izazvanog C. difficile.

Sigmoendoskopskim pregledom mukoze kolona ili rektuma, vide se zute
ili prljavo bele plaze velic¢ine 0.2 do 2 cm. Edem 1 hipotermija su takode
prisutni, S§to na rengenskom snimku daje tipi¢nu sliku ,,otisaka palca,,.
Nepravilan raspored plaZza je najverovatnije povezan sa efektom koli¢ine
izlucenog toksina. Na primer kada se sluzokoza ljudskog kolona u vidu uskih
traka in vitro izlaze razli¢itim koncentracijama toksina B, oStecenje ¢elija je u
vidu plaza kod malih koncentracija. Ako se koncentracija toksina povecava
polja oStec¢enja se mogu i spojiti pri ¢emu se mogu formirati pseudomembrane.

1. 7. Klinicke manifestacije

Toksigeni sojevi C. difficile se mogu naci i u intestinumu zdravih osoba,
neizazivajuéi nikakve smetnje (asimptomatska kolonizacija), ali kod osoba sa
prisutnim faktorima rizika mogu izazvati dijareje razli¢ite tezine, Kolitisa do po
zivot opasnog PMC, fulminantnog kolitisa i toksi¢énog megakolona. Oboljenja
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koja izaziva poznata su kao bolesti povezane sa prisustvom C. difficile
(Clostridioides difficile infection - CDI). CDI se obi¢no javlja nekoliko dana
nakon uzimanja antibiotika ili 8-10 nedelja nakon diskontinuiranog uzimanja
antibiotika.

CDI moze komplikovati ulcerativni kolitis ili Kronovu bolest.

Kod 8-50% bolesnika sa CDI se nakon primene terapije koja unistava C.
difficile moze javiti povratni (rekurentni) oblik CDI. Ponovno davanje vise
antibiotika istovremeno, starost preko 65 godina, tezina osnovne bolesti, niska
serumska koncentracija albumina (<2 g/dL), boravak u sobama intezivne nege i
hospitalizacija duza od 16 dana su najznacajniji faktori rizika za nastanak
povratne CDI.

U tumacenju klini¢kog znacaja nalaza pojedinih toksinotipova C. difficile
u uzorcim stolice bolesnika sa dijarejom postoje uglavnom saglasna misljenja
da nalaz netoksigenih sojeva oznacava kolonizaciju. Medutim u istrazivanju
Gayana M. i sar. analizom simptoma bolesnika sa CDI zapaza se da kod
bolesnika sa izolatom netoksigenih sojeva dijareja traje duze, a da je kod
bolesnika sa dijarejom i toksigenim izolatom prisutna visa leukocitoza i duze
trajanje temperature.

Svi istrazivacéi se slazu da kultivisanje toksigenih sojeva bez prisustva
drugih crevnih patogenih mikroorganizama u uzorcima tecne stolice oznacava
klini¢ki znacaj nalaz.

Rezultati do sada objavljenih istrazivanja potvrduju da A-/B+ sojevi C.
difficile izaziva sporadi¢ne i epidemijske slucajeve infekcije intestinalnog
trakta.

Ekstra intestinalne infekcije izazvane C. difficile: C. difficle najcesce
izaziva infekcije u intestinalnom traktu. Medutim nekoliko sluc¢aja prikazanih
od strane Feldmana RJ. i sar. i Byl B. i sar. ukazuju na bakterijemiju izazvanu
C. difficile kod dva bolesnika sa malignim bolestima i abscesom Duglasovog
prostora. Prikaz reaktivnog artritisa povezanim sa CDI kod bolesnika sa
Reiterovim sindromom je publikovan od strane McCluskeya J. i sar.. Takode su
opisani slucajevi subphreni¢nog abscesa sa kultivisanjem toksigenih 1
netoksigenih sojeva C. difficile iz uzorkovanog materijala abscesa.

C. difficile se takode smatra znacajnim uzro¢nikom intestinalnih bolesti
kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta (konji, psi, macke, ptice, glodari i naro¢ito kod
novorodenih prasica).

Dijareja izazvana uzimanjem antibiotika

Dijareja je Cest nezeljeni efekat antibiotske terapije. Dijareja povezana sa
uzimanjem antibiotika (Antibiotic-associated diarrhea - AAD) se definiSe kao
dijareja koja nastaje tokom i nekoliko sati do dva meseca nakon uzimanja
antibiotika. Javlja se u 5 - 25% sluCajeva uzimanja antibiotika i smatra se



Clostridioides difficile

klini¢ki znac¢ajnom ako se manifestuje u vidu tri neformirane ili tecne stolice
tokom 24 ¢asa. AAD moze imati neinfektivnu i infektivnu etiologiju.

Vecina istrazivata se slaze da dijareja tokom uzimanja antibiotika
najces¢e nastaje zbog osmotskog efekta neapsorbovanog carbohydrata. Kod
zdravih osoba, nesorbovan carbophydrat dat zajedno sa hranom u intestinumu
biva podvrgnut fermentaciji i stvaraju se hidrogen, metan, isparljive masne
kiseline i drugi metaboliti. Tokom antibiotske terapije ovi normalni metabolicki
procesi su naruseni i dovode do nagomilavanja carbohydrata i vode $to dovodi
do osmotske dijareje. Takode je zapazeno da redukovanje i smanjenje kiselosti
zuc€i tokom uzimanja antibiotika takode deluje na sekreciju kolona. Stolica je
vodenasta, moze sadrzati sluz ali ne i krv. Sigmoendoskopskim pregledom
uocava se nepromenjena sluzokoza kolona ili blagi edem i hiperemija rektuma.
Nema znakova kolitisa niti pseudomembrana. Odsutni su sistemski simptomi a
dijareja prestaje nakon prekida davanja antibiotika kod vecine bolesnika.

Istrazivanja ukazuju da je C. difficile odgovoran za 10 - 25% slucajeva
AAD, a od infektivnih uzroénika Klebsiella oxytoca, enterotoksin produkujuci
C. perfrigens, Staphylococcus aureus, Candida spp., Salmonella spp. i
Pseudomonas aeruginosa takode mogu izazvati AAD.

1. 8. Dijagnoza CDI

Laboratorijska mikrobioloska dijagnoza CDI se zasniva na otkrivanju
toksina i dokazivanju prisustva C. difficile u bolesnickom uzorku razli¢itim
mikrobiolo§kim metodama i tehnikama. Dosada$nja istraZivanja pokazuju da je
kod svih komercijalnih testova uo€eno prisustvo lazno pozitivnih i negativnih
rezultata, Sto namece potrebu da u kratkom vremenu kultivise 1 identifikuje ova
bakterijska vrsta iz uzoraka stolice i u in vitro uslovima dokazati produkciju
toksina Sto bi bio dokaz validnosti nalaza primenjenih komercijalnih testova u
otkrivanju toksina.

Uzorkovanje materijala

Prilikom uzorkovanja, a radi optimalnosti dijagnostickog postupka
potrebno je definisati odredene kriterijume uzorkovanja stolice. Ukoliko se
prilikom uzorkovanja, kao kriterijum primene stavovi klini¢ara, onda bi se
pregledavale stolice bolesnika koji su predhodno uzimali antibiotsku terapiju,
dok bi se primenom kriterijuma patologa pregledavala stolica koja sadrzi veliki
broj leukocita. Osoblje mikrobioloskih laboratorija u svakodnevnom radu
primenjuju razlicite kriterijume odabira uzoraka. Dok neke laboratorije testiraju
uzorke na zahtev kliniCara i to bolesnika kod kojih se sumnja na infekciju C.
difficile ili pregledavaju samo tecne stolice starih bolesnika koji su predhodno
primali antibiotike, druge pregledavaju sve tecne stolice ili sve uzorke
bolesnika koji su predhodno primali antibiotike. Za optimalnu mikrobiolosku
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dijagnozu preporucuje se pregled svake te¢ne stolice (fecesa) (uzorak ima oblik
posude u kojoj je uzorkovan ili uzorak izgleda kao tip 5, 6 ili 7 na Bristol skala
izgleda fecesa (slika 5), ali je kod sumnje na pojavu epidemije potrebno
pregledati sve uzorke. U bolnicama, prilikom uzorkovanja stolice vrlo je bitno
imati na umu i pravilo ,tri dana,, po kome je C. difficile najée$éi uzro¢nik
dijareje bolesnika hospitalizovanih duze od tri dana.

Uzorak mora biti poslat u laboratoriju u odgovarajucoj, nepropusnoj,
posudi 1 obraden unutar dva sata od uzorkovanja. Preporucuju se svakodnevna
testiranja (ukljucujuéi i dane vikenda) sa izdavanjem rezultata istog dana kada
je i obavljeno uzorkovanje. Ukoliko nije moguce pregledati uzorak istog dana,
preporucuje se skladistenje na 4°C najduze 72 sati, ili zamrzavanje na —80°C.
zamrzavanje na —20°C se ne preporucuje zbog nepovoljnog uticaja na toksine.
Odgovarajué¢e skladistenje i pregledavanje uzorka je osnovni uslov za
spreCavanje razgradnje toksina, i dobijanje lazno negativnih rezultata
imunohromatografskim, ELISA 1 neutralizacionim celijskim citotoksicnim
testovima. Brayier u svojim radovima ukazuje na inaktivaciju (gubitak
aktivnosti) toksina u 20% uzoraka zbog transporta i neblagovremene obrade
uzoraka u mikrobioloskoj laboratorija. Sa druge strane kulture C. difficile
ostavljene u spoljasnjoj sredini podlezu sporulaciji, ali ponovno kultivisanje
tokom narednih 7 dana naj¢e$ée daje malo korisnih informacija. Uzorci uzeti
rektalnim i perirektalnim brisom su neodgovarajuéi za otkrivanje produkovanih
toksina ali mogu biti koriSéeni za kultivisanje 1li testiranje tehnikama
amplifikacije nukleinskih kiselina.

Svakodnevno testiranje na prisustvo C. difficile i CDI se ne preporucuje
kod dece starosti ili mlade od 1 godine (<1 godine) zbog visoke stope
asimptomatske kolonizacije toksigenim sojevima u tom zivotnom uzrastu, Sa
izuzetkom prisustva Hirschsprung-ove bolesti ili drugih oboljenja praéenih
tezim poremecajima pokretljivosti creva ili izbijanja epidemije CDI.

Ponavljanje testiranja prisustva toksina u uzorku, koje je bilo praksa
tokom 1980 — ih (zbog loSe senzitivnosti prvih imunoesejskih testova), danas se
ne preporucuje jer je dijagnosticki dobitak (ucestalost testova kod kojih je
nakon ponavljanja negativan nalaz bio pozitivan) vrlo mali (1,9%, za
vremenski_interval ponavljanja tokom naredna 7 dana). Cak je moguée da
koriséenjem imunoesejskih testova sa suboptimalnom specifi¢nosSéu dobiti
lazno pozitivne rezultate. Kod primene testova amplifikacije nukleinskih
kiselina, dijagnosti¢ki dobitak tokom 7 dana od negativnog rezultata je od 1%
do 3.2%. Medutim, tokom epidemija, dijagnosti¢ki dobitak je veéi (8.2%) i od
velike je koristi.

Uzorak fecesa treba uzeti pre primene specifi¢ne terapije prema C. difficile
zbog izbegavanja laZzno negativnih rezultata. Sunkesula sa sar. ukazuju da se
kod znacajnog broja bolesnika pozitivan PCR nalaz menja u negativan i to kod
7/51 (14%), 18/51 (35%), i 23/51 (45%) bolesnika nakon 1, 2, i 3 dana terapije.
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Pojedini lekari klinidari zahtevaju testiranje na C difficile nakon terapije
CDI kao proveru uspesnosti primenjenog tretmana. Ovaj postupak treba
izbegavati, jer spore i/ili toksini mogu biti otkriveni kod 7% (2/28) bolesnika na
kraju tretmana CDI. Takode, veéina bolesnika (56%, 15/27) sa CDI ima
pozitivne kulture uzoraka fecesa 1-4 nedelje nakon terapije, uprkos odsustva

dijareje.

Medutim, uprkos svim ovim preporukama o selekciji uzoraka,
neadekvatno testiranje je jos uvek prisutno. Stalna edukacija lekara i ostalog
medicinskog osoblja moze smanjiti neadekvatno testiranje.

Prikazi slucajeva ukazuju da C. difficile moze prouzrokovati nespecifi¢ne
uretritise 1 vaginitise te se moze naci i u drugim materijalima osim stolice.

Q 9 » Tip 1: Pojedinaéne tvrde grudvice,
L/ ‘.. poput orasSastih plodova TESKA OPSTIPACIJA
(tesko prolaze i mogu biti crne)

- * Tip 2: U obliku grudvaste kobasice LAKSA OPSTIPACIJA

* Tip 3: Izgled kobasice, ali sa pukotinama NORMALAN IZGLED
na povrsini (moze biti crna)

q * Tip 4: Izgled kobasice ili zmije, glatka i meka NORMALAN IZGLED

(prosecna stolica)
‘0; « Tip 5: Izgleda mekih fleka. ODSUSTVO CVRSTINE
b

sa jasno ograni¢enim ivicama

* * Tip 6: Kasasta stolica, pahuljasti komadi¢i LAKSA DIJAREJA
sa nepravilnim ivicama (proliv)
f@ * Tip 7: Tecna, vodena, bez ¢vrstih komada TESKA DIJAREJA
(proliv)

Tip 112 su ¢es¢i kod Zena, dok je tip 5 1 6 zastupljeniji kod muskaraca;
80% bolesnika sa rektalnim tenezmima ima izgled stolice tip 7.

Slika 5. Bristol skala - izgled fecesa

Dijagnosticke metode:

1. klini¢ke metode ¢ endoskopija
e Kklinicka procena na osnovu o detekcija fekalnih leukocita i
anamneze laktoferina
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2. otkrivanje produkata C. difficile e geni koji kodiraju sintezu
e glutamat dehidrogenaza toksina
o Lako isparljive masne kiseline 4. izolovanje i tipizacija C. difficile
o Toksini o Kkultivisanje i identifikacija
e tipizacija i testiranje toksina
3. molekularne metode otkrivanja e odredivanje osetljivosti prema
gena C. difficile antibioticima
e 165 rRNA

Klini¢ke metode

Klinicka procena na osnovu anamneze: klinicke manifestacije CDI
obuhvataju difuzni bol u trbuhu, stolicu neprijatnog mirisa mekse ili te¢ne
koegzistencije 1 poviSenu temperaturu. Ovi simptomi nisu specificni 1 niti od
presudnog znacaja u dijagnozi. Leukocitoza dominira tokom CDI ali je takode
nesigurni dijagnosticki znak. Abdominalna rengenografija je obicno normalnog
izgleda u PMC. Na CT pregledu mogu se uociti zadebljanja zida creva, ali ni
ovo nije specifi¢ni znak.
Endoskopija: PMC se lako wuocava endoskopskim metodama.
Pseudomembrane su veli¢ine suvog grozda, zuckaste a nekad formiraju 1
uzdignute plakove okruzene inflamiranom mukozom. Izgled pseudomembrana
moze biti dovoljan u veéini sluCajeva za makroskopsku dijagnozu ali se
preporucuje 1 biopsija za patohistoloSku dijagnozu 1 to naro€ito kod vulkanskih
lezija i prominentnih membrana. Medutim PMC je retka manifestacija CDI, a
postoje 1 istraZivanja koja ukazuju da mali procenat PMC nije povezan sa
prisustvom C. difficile.
Fekalni leukociti i laktoferin: rezultati razliCitih istrazivanja ukazuju da
otkrivanje leukocita u fecesu na preparatu obojenom metil-plavim moze biti od
koristi u razlikovanju od neinflamatornih slucajeva dijareje. Postoje oprecna
misljenja u vezi sa ovim stavom jer se leukociti mogu razgraditi u uzorku.
Validniji marker prisustva leukocita u uzorku fecesa su fekalni laktoferin i
calprtectin koji se mogu otkriti koriS¢enjem imunoeseja i lateks aglutinacijom.
Oba markera su signifikantno viSa kod bolesnika sa CDI, a narocoto kod
bolesnika sa tezim oblikom CDI. Nivoi laktoferina su signifikantno visi kod
bolesnika sa pozitivnim nalazom glutamat dehidrogenaze i toksina u odnosu na
bolesnike sa pozitivnim nalazom PCR i glutamat dehidrogenaze i negativnim
nalazom na toksine C. difficile. Odsustvo fekalnih laktoferina i calprotectina je
protivrecan sa dijarejom infektivne etiologije.

Detekcija produkata C. difficile:

Glutamat dehydrogenasa: predstavlja specificni marker C. difficile. Po prirodi
je enzim 1 uveden je kao komercijalni test sa ciljem potvrdivanja
verodostojnosti pozitivnosti lateks testova koji otkrivaju toksin A.
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Lako isparljive masne kiseline: C. difficile produkuje lako isparljive masne
kiseline, i to isokaproi¢nu, isovaleri¢nu i para-cresol.

Toksini: se mogu otkriti bioloskim (test citotoksi¢nosti na kulturi celija) i
imunoloSkim metodama (lateks aglutinacija, kounterimunoelektroforeza,
imunohromatografski ili imunoeseji).

Opisana su dva referentna mikrobioloska postupka za otkrivanje toksina
C. difficile: test citotoksi¢nosti na kulturi ¢elija (,,zlatni standard,,) i produkcija
toksina izolata C. difficile u bakterijskoj te¢noj kulturi (toksigena kultura)
(utvrduje se imunohromatografskim, imunoesejskim i drugim dostupnim
testovima, danas se retko primenjuje).

Ispitivanje citotoksi¢nosti na celijskoj kulturi je ,,zlatni standard,, za
detekciju toksina B C. difficile u uzorcima stolice zbog dobre senzitivnosti (< 1
pg toksina B) i specifi¢nosti (neutralizacija citopatogenog efekta specifi¢nim
antiserumom na toksine C. sordellii). Test se izvodi na jednom sloju celija
izlozenom dejstvu filtrata stolice. Nakon inkubiranja, pomoc¢u mikroskopa se
traZi citopatogeni efekat (CPE). Vreme trajanja testa nije standardizovanao ali
se smatra da se nakon 24" moze CPE, a da se nakon jo§ 24" demonstrira
neutralizacija specifi¢nim antitoksinom. Tetst se smatra pozitivnim ako se CPE
uocava kod >50% celija. Senzitivnost (obi¢no do 90%) ,,zlatnog standarda,, se
mora uzeti sa opreznoS¢u zbog osetljivosti toksina B na degradaciju
proteazama prisutnim u stolici. Takode, utvrdeno je i da su mogu¢i lazno
pozitivni rezultati jer C. sordellii produkuje dva exotoksina LT i HT, koji nisu
povezani sa dijarealnom boleScu ali mogu dati oStecenje kulture celija ,,zlatnog
standarda,,. Senzitivnost ,,zlatnog standarda se moze povisiti na 98% ako se
kombinuje sa kultivisanjem 1 odredivanjem produkcije toksina u tecnoj kulturi
izolata $to ima za posledicu vecée troskove i1 duzZi vremenski interval (24 h do 4
dana) do konacno postavljene dijagnoze CDI. Ukoliko bi se ,,zlatni standard
kombinovao samo sa kultivisanjem, ne bi se mogli precizno odvojiti toksigeni
od netoksigenih izolata Sto dovodi do pada specificnosti ispod 98%. Iz istih
razloga se preporuCuje provera produkcije toksina u tecnoj kulturi ukoliko
laboratorije rade samo kultivisanje C. difficile na selektivnoj podlozi. Uprkos
nedostacima, kultivisanje ostaje metoda koja se mora uvek primenjivati kod
epidemioloSkih i drugih fundamentalnih istrazivanja (PCR, ribotipizacija,
antibiogram, itd.) Istrazivaci isticu da se i PCR metodom moze dobiti veci broj
tatnih pozitivnih nalaza nego testom citotoksi¢nosti, $to pokazuju da razliCite
PCR metode uspesno zamenjuju kultivisanje i zlatni standard u dijagnostici
CDI. Rezultati predhodno navedenih istrazivanja pokazuju da se ,,zlatni
standard,, mora dopuniti kultivisanjem ili zameniti PCR metodom za gene
toksina ali se ni oni ne mogu samostalno primeniti bez utvrdivanja
produkovanog toksina in vivo u uzorku stolice. To bi imalo za posledicu
nemogucnost razlikovanja nosilaStva od CDI. Uvodenjem kultivisanja 1 PCR
metode u dijagnostici C. difficile izbegavaju se i tehnicki nedostaci izrade
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,,Zlatnog standarda,, (kompleksnost, troskovi i duzi period inkubacije do 48 h,
metodologija pripreme celijskih linija, faktora dilucije, reagenasa i uslova
transporta i Cuvanja uzoraka). Karakteristike pojedinih PCR testova cesto
pokazuju pojedine visoke vrednosti (¢ak 1 do 100%) senzitivnosti, specifi¢nosti,
pozitivnog prediktivnog pravila (PPV) i negativnog prediktivnog pravila
(NPV). Tehnic¢ka brzih testova kojima se rezultati dobijaju tokom desetak
minuta ili do 2 sata.

Mikrobioloske laboratorije u svakodnevnom radu koriste razliCite testove,
protokole - algoritme dijagnoze CDI. Vecina od ovih tehnika i metoda (GDH,
metabolicki produkti (isokaproi¢na kiselina itd.), gasna te¢na hromatografija
itd) nisu specifi¢ne jer i netoksigeni sojevi C. difficile kao i neki stanovnici
normalne flore digestivnog trakta imaju iste identifikacione produkte.

Dostupan je veliki broj testova za dijagnozu CDI ali je teSko odabrati
pravi 1 izbe¢i nedostatke koji svaki od njih ima pojedina¢no. Nadzor nad
evropskum laboratorijama pokazuje da 93% lokalnih laboratorija detektuje
toksine direktno u stolici a priblizno 80% koristi komercijalne ELISA testove,
41% laboratorija koristi i toksin i kultivisanje. Raznovrsnost testova (ELISA,
brzi imunohromatografski testovi, PCR tehnike itd.) koji se koriste u
svakodnevnom radu zahteva kontrolu performansi / karakteristika kako bi se
izbegli lazno pozitivni ili negativni rezultati. Ispitivanje moze i¢i u dva pravca:
1. provera pouzadanosti reagensa pojedinac¢no i-ili 2. u okviru protokola-
algoritma dijagnoze CDI kojima se koriste dva ili viSe pojedinacnih reagenasa
u cilju pozitivne sinergije i iskljuéenja nedostataka svakog od pojedinacnih
reagenasa.

Dostupni ELISA, imunohromatografski i lateks aglutinacioni testovi u
dijagnostici CDI imaju razli¢ite performanse koje ih ¢ine pogodnim ili
nepogodnim za svakodnevnu dijagnozu CDI.

Glutamat dehidrogenaza (GDH) je vrsno specifi¢an enzim za sve izolate
C. difficile, i u veéini istrazivanja ima visoku senzitivnost i jo§ bolju
specificnost. Rerzultati meta-analize Shetttya i1 sar. pokazuju da visoku
povezanost nalaza GDH i prisustva C. difficile u bolesnickim uzorcima. Stopa
senzitivnosti 1 specifi¢nosti je bila >90% Sto je vrlo blisko nalazima koji se
dobijaju kultivisanjem na selektivnoj podlozi. Medutim, treba imati u vidu da
ovaj test ima visoku stopu lazno pozitivnih nalaza (do 20%) jer detektuje kako
netoksigene izolate tako i veliki broj drugih bakterijskih vrsta koji produkuju
ovaj enzim. Utvrdeno je da Clostridium (C.) sporogenes, Peptostreptococcus
(P.) anaerobius, Clostridium (C.) botulinum i Bacteroides (B.)
asaccharolyticus mogu dati lazno pozitivne rezultate. U osnovi stoji visoka
homologija gena za GDH izmedu C. difficile i napred navedenih vrsta (do 90%)
Sto_ima za posledicu da C. sporogenes i P. anaerobius produkuju proteine
sli¢ne po biohemijskim i imunolo8kim karakteristikama proteinima C. difficile i
mogu biti detektovani komercijalnim GDH testovima ukrStenom reakcijom.
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Medutim, rezultati istrazivanja pokazuju da proteinski filtrati B.
asaccharolyticus nisu dali ukrStenu reakciju lateks aglutinacionim testom §to
ukazuje da postoji jo$ najmanje jedan mehanizam nastanka lazno pozitivnih
rezultata.

Primena lateks aglutinacionih testova za detekciju GDH u veéini
istrazivanja ima senzitivnost do 70%, ali ELISA testovi za otkrivanje GDH
pokazuju senzitivnost od 80-90% (npr GDH EIA (Wampole C. DIFF CHEK-60
Assay, Iver Med, Princeton, (NJ senzitivnost 100%, specifi¢nost 93.2%, PPV
61.4%, NPV 100%).

Svi istrazivaci se slazu da visoke vrednosti senzitivnosti, jos viSe vrednosti
negativnog prediktivnog pravila, niska cena, kratko vreme i jednostavni
postupak izvodenja, GDH testove ¢ine moénim reagensom narocito ukoliko se
kombinuje sa jo§ nekim testom za toksine u okviru dva ili tri koraka algoritam
dijagnoze CDI. Visoke vrednosti karakterisitka testova kori$¢enih za otkrivanje
GDH u nasoj studiji uprkos malom uzorku potvrduju predhodne stavove.

Testovi koji detektuju samo GDH ili u kombinaciji sa toksin A imaju u
odnosu na pojedine imunoeseje za toksin A bolje performanse ali ne mogu
razlikovati sve toksigene (npr. A-B+ sojeve C. difficile) od netoksigenih
sojeva. Poseban problem kod testova koji detektuju GDH je $to njihova
pozitivnost ne oznacava CDI iako pacijent ima dijareju ili simptome od strane
GIT. Medutim treba imati u vidu da i standard citotoksin test B detektuje do
90% clucajeva CDI.

Prilikom tumacenje mikrobioloSkih nalaza potrebno je imati u vidu i
mogucénost nalaza GDH - negativan test uporedo sa toksin - positivnim testom
u uzorcima fecesa. U istrazivanjima Krutove sa sar. opisano je 5 uzoraka fecesa
sa takvim nalazom (iz uzoraka su kultivisani PCR ribotipovi 121, 14, 20, 070,
176). Takode, je i u Srbiji (Centar za mikrobiologiju IZJZ Ni§) utvrden isti
nalaz u 4 uzorka fecesa. Svi izolati dobijeni iz ovih uzoraka su bili GDH i
toksin pozitivni. Do sada nisu razja$njene okolnosti i uticaji koji dovode do
ovakvih nalaza.

Dokazivanje produkovanih toksina u uzorcima bolesnika predstavlja
kljuéni postupak u dijagnozi CDI. Veliki je broj testova koji detektuju pojedine
ili oba toksina istovremeno. Generalno, svi testovi koji detektuju samo jedan
toksin C. difficile (A ili B) imaju nizu senzitivnost ali i visoku specifi¢nost u
poredjenju sa drugim esejima i standardom (detekcija samo jednog toksina
imunohromatografskim testovima je manje pouzdana u odnosu na
konvencionalnu ELISU (period do 2010. ve¢ina do 80% god.). Nasuprot
ovome pojedini istrazivaci su izvestili da su pojedinacni imunohromatografski
testovi (npr. Color pac Toxin A C. difficile test, Becton Dickinson, USA;
senzitivnost do 89%) podjednako dobri kao i ELISA.

Mnogo pouzdaniji su se pokazali testovi koji su detektovali oba toksina
(pojedinacno ili oba istovremeno). Generalno, dobijeni rezultati ukazuju da
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detekcija oba toksina jednim testom ima prednost nad testovima koji detektuju
samo toksin A (vrednosti performansi (pre svega specifi¢nosti) testova su bile i
preko 90%.

Razloge nepouzdanosti testova za detekciju toksina treba traziti 1 u
mogucénosti loSeg dizajna testa. Lazno pozitivan nalaz toksin A i B moze biti
posledica ukrStene reakcije antitela sa antigenima koji ne poti¢u od toksina C.
difficile (npr. mogucée je da kod kombinovanih testova, usled fabricke greske,
reagens sadrzi pored antitela za toksine i komponente koje detektiju GDH, Sto
je razlog lazno pozitivne reakcije; Culturette Brand Rapid Latex Test, Marion

Scientific, Div. Marion Laboratories, Inc., Kansas City, Mo.) (348). Manje je
verovatno da do ukrStene reakcije dolazi usled kontaminacije tokom ELISA
testiranja - korak ispiranja bazenc¢ica ili nekog drugog koraka S$to zavisi od vrste
ELISA testa. Takode, mora se sagledati i koju vrstu monoklonalnih antitela
sadrzi test koji se koristi prilikom interpretacije rezultata. Lazno negativan
nalaz toksina moze nastati usled nestabilnosti soja u koli¢ini produkovanog
toksina, inaktivacije toksina zbog promene temperature, aktiviranja proteaza
koje razgraduju toksine, prisustva inhibitora u uzorku kao i neadekvatnih
laboratorijskih procedura. U istrazivanju Shin i sar. (341) potvrdeno je da
lazno negativni nalaz toksina moze biti povezan i sa malim brojem kolonija C.
difficile izolata (semikvantitativna dijagnoza), §to odrazava manju koli¢inu
produkovanog toksina koji se razlaze proteazama ili je blokiran inhibitorima.

Na pouzdanost nalaza moze uticati i zamrzavanje uzorka. Prema nekim
istrazivanjima, zamrzavanje ima mali uticaj na imunoblot metode i lateks
aglutinaciju ali je zato moze uticati na senzitivnost PCR metode i njen pad sa
100% na 74 %. Verovatno se DNK drukcije ponasa tokom zamrzavanja u
odnosu na antigene.

Predhodna istrazivanja su pokazala varijacije u karakteristikama testova
koji se koriste u dijagnostici CDI. Kombinovanjem razli¢itih testova mogu se
izbe¢i nedostaci testa ponaosob a sinergijom dobrih karakteristika doSlo bi se
do tacne dijagnoze.

Sumiraju¢i predhodno iznete stavove 1 rezultate istraZzivanja uocava se da
korisS¢enjem samo pojedinih testova u dijagnostici CDI postoje tri moguca
dijagnosticka puta sa tri razliCite interpretacije, od kojih svaki ponaosob ima
svoje nedostatke (Sema 3.). I zbog ovih razloga postoje vodici o koris¢enju
razlicitih dijagnostickih algoritama CDI.
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Cilj Interpretacija

Dugacak TAT;
CTA Odsustvo )
standardizacije ‘ Produkovani col
ELISA L NSl Seiioct toksin u fecesu
zatoksinAiB (50-80%)
ELISA za GDH Odlicna NPV (Wl Niska specificnost Pisustiio N ep—
‘ C. difficile Toksigeni soj ili
netoksigeni soj?
Kultivisanje Senzitivnost (W Niska specificnost ifcsol
. o Niska specificnost
Toksigena kultura Senzitivnost i dug TAT ‘ Prisustvo toksigenih CDI ili nosilastvo
h i toksigenog soja?
Mgltgglélarne Senzitivnosti M Niska specificnost sojeva C. difficile
brzina i cena

CTA (eng. cytotoxicity assay) test citotoksiénosti na kulturi celija,
TAT (eng. turnaround time) vreme ponovnog ciklusa.

Sema 3. Mikrobiolo$ka dijagnostika CDI

U tabeli 4. opisani su kriterijumi i karakteristike tri moguc¢ih kategorija
algoritama dijagnostike CDI.

Molekularne  Otkrivanje toksina
metode ELISA testom Kratko TAT vreme,

Optimalan = - Otkriva bolesnike sa
Otkrivanje . .
4 Molekularne metode produkovanim, slobodnim,
GDH i i ) .
. ili toksigena kulture toksinom u uzorku
toksina
Molekularne metode Visoka senzitivhost ali ne
GDH N4 ) % A :
= - ili toksigena kulture moZe otkriti bolesnike sa
Prihvatljiv : :
Molekularne produkovanim, slobodnim,
Bez potvrde :
metode toksinom u uzorku

Nekompletan Svaki drugi algoritam

Tabela 4. Kategorizacija algoritama dijagnostike CDI

TAT (eng. turnaround time) vreme ponovnog ciklusa
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Mikrobioloske laboratorije koriste i jedan korak algoritam u dijagnostici
CDI (utvrdivanjem toksina A i B). Ovaj algoritam je u direktnoj zavisnosti od
karakterisitka koriS¢enog testa i moze imati niske vrednosti senzitivnosti,
specificnosti, PPV, NPV.

U praksi se ce$¢e koriste algoritmi dva, tri ili vise koraka. Veéina
istrazivacCa je saglasna da zbog visokih vrednosti senzitivnosti, specificnosti 1
NPV, GDH test predstavlja najbolji prvi korak.

Koris¢enje GDH u dvokoraknom algoritmu zajedno sa potvrdnim testom
(za produkovane toksine ili PCR za gene toksina) je prihvatljiva strategija.
Negativan nalaz GDH testom potvrduje CDI negativnu dijagnozu ali pozitivan
GDH nalaz zahteva u drugom koraku i potvrdni test produkovanog toksina ili
gena koji kodiraju toksine. Najbolje je potvrditi PCR metodom i to u stolicu i
izolatu.

Tumacenje kombinovanih panel testova (detektuju istovremeno GDH 1
toksin) je sloZenije jer se kombinacija pozitivan GDH a negativan toksin mora
dodatno razmotriti i istraziti primenom referentnog testa (PCR ili test
citooksi¢nosti na ¢elijskoj kulturi, test utvrdivanja produkcije toksina u te¢noj
kulturi). S druge strane pozitivan nalaz GDH 1 toksina A ili AB potvrduje
dijagnozu CDI, dok negativan nalaz GDH 1 toksina A ili AB iskljucuje
dijagnozu CDI.Vec¢ina kombinovanih testova ima visoku senzitivnost u
detekciji GDH (90%) i manju specificnost (do 80%), a u detekciji toksina ima
senzitivnost do 80% i specifi¢nost do 97%.

KoriS¢enjem algoritma tri koraka (otkrivanje toksina u uzorku stolice —
kultivisanje svih uzoraka (toksin pozitivnih i toksin negativnih) na selektivnoj
podlozi — utvrdivanje prisustva toksina u te¢noj kulturi izolata) 1 u Institutu za
javno zdravlje Ni§ dobijen je daleko veci broj (za 20-30%, u zavisnosti od
koris¢enog testa) mikrobioloskih dijagnoza CDI. I ovim protokolom razjasnjen
je ekvivokalni i manji broj laZzno negativnih nalaza prisustva toksina u
uzorcima .

Algoritmi dva ili tri koraka u dijagnozi CDI povecavaju troskove ali daju
verodostojnije rezultate.

Dosadasnja iskustva o dijagnostici CDI prezentovana su u vodi¢ima
Americkog udruzenja za infektivne bolesti, javno zdravlje i epidemiologiju
(Infectious Disease Society of America and the Society for Healthcare and
Epidemiology of America (IDSA/SHEA)), po kojima se ne preporucuje
koris¢enje samo jednog testa za utvrdivanje produkovanog toksina (Sema 4.).
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Lekari Klinicari | medicmsko\ Algoritam vise
osoblje imaju obavezu da kod NE koraka (ESCMID)

sumnje na CDI Salju na
mikrobiolo3ki pregled samo
uzorke fecesa od bolesnika sa
nerazjasnjenom li
novonastalom dijarejom sa tri
ili vise neformirane stolice Algoritam vise

tokom 24h. 2
(nece slati uzorke od towke (5 M)

bolesnika koji su uzimali
\ laksative) /

CDI
odsutna

CDI
prisutna

Molekularne
metode

Sema 4. Preporudeni dijagnosti¢ki algoritam IDSA/SHEA-a za CDI

Americko udruZenje gastroenterologije (The American College of
Gastroenterology) je publikovalo dodatak vodica IDSA/SHEA-a, u kojem
preporucuje test amplifikacije nukleinskih kiselina i-ili GDH kao skrining dva
ili tri - koraka algoritma ali bez preporuka tumacenja pozitivnih nalaza u
pedijatrijskoj populaciji.

Evropsko udruzenje za klinicku mikrobiologiju i infektivne bolesti (The
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ESCMID)), takode ukazuje da jo§ uvek nije utvrden najbolji standard za
laboratorijsku dijagnostiku CDI. Udruzenje preporucuje dva - koraka
algoritam: pozitivan prvi test (kultura, otkrivanje antigena ili amplifikacioni
molekularni test) je potrebno potvrditi drugim testom ili referentnim metodom
(Sema 5.). I ovaj vodi¢ ne daje preporuke o tumacenju pozitivnih nalaza u
pedijatrijskoj populaciji.
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Visoko senzitivni test
Molekularne metode ili
GDH ELISA

GDH-toksin A/B

SN

l Molekulame col e
Visoko ] ) metode DI
specifican ELISA CDI najverovatnije
test za Toksin odsutna @ o
Klinicka evaluacija:
" : CDl
CDlI ili je moguce ; i
hosiashie najverovatnije

Klinicka (toksigenog) odsuina

evaluacija: CDI li C. difficile
je moguce

nosilastvo Molekularne metode

(toksigenog) Ili toksigena kultura

C. difficile (u slucaju ako je prvi
test GDH)

Sema 5. Preporuéeni dijagnosti¢ki algoritam ESCMID-a za CDI

Nacionalni servis zdravlja (The National Health Services) u Britaniji
preopucuje testiranje svih te¢nih stolica koris¢enjem dva-koraka algoritma,
skrining test (test amplifikacije nukleinskih kiselina NAAT ili GDH ELISA)
koji prati ELISA test na toksine. Pozitivan nalaz oba testa podvrduje CDI.

Udruzenje americ¢kih pedijatara (The American Academy of Pediatrics
(AAP)) izdalo je vodi¢ tokom 2013 o CDI kod dece. Preporucuju testiranje na
CDI samo dece sa dijarejom (3 ili viSe te¢nih stolica tokom 24h). Sobzirom na
visoku stopu kolonizacije kod dece starosti do tri godine testiranje treba
ograni¢iti na odredene kategorije dece. Ne treba testirati decu mladu od 1
godine osim ako su prisutne specifiéni poremecaji pokretljivosti creva, npr.
Hirschsprung -ova bolest, ili izbijanje epidemije. Deca starosti 1 do 3 godine
mogu biti testirana ali kod pozitivnih nalaza na C. difficile uvek treba iskljuciti
druge moguce uzro¢nike dijareje (narocito viruse). Pozitivan nalaz kod dece
starije od 3 godine najverovatnije ukazuje na CDI. U sluc¢aju pojave rekurentnih
oblika bolesti ne treba ponavljati testiranje pre 4 nedelje od prvog pozitivhog
nalaza. Ni ovim vodi¢em nije utvrdena specifi¢na mikrobioloska metodologija
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u testiranju dece ali se preporucuju testovi amplifikacije nukleinskih kiselina,
ali ovaj test sam po sebi nije dovoljan za postavljanje dijagnoze CDI.

U dijjagnostici CDI odnos izmedu laboratorijskih nalaza i1 klinicke
dijagnoze nije uvek potpuno jasan. Nekoliko pre-analiti¢kih faktora, (npr.
uslovi uzorkovanja stolice, vreme stajanja uzorka pre testiranja i dolaska u
laboratoriju, itd.) mogu znacajno uticati na postavljanje dijagnoze. Na kraju, za
postavljanje dijagnoze CDI, ali ne i manje vazno jeste i stav lekara kliniara
prilikom individualnog sagledavanja bolesnika.

Detekcija sekvenci gena C. difficile:
16sr RNA: primarni cilj detekcije 16sTRNA gena je utvrdivanje prisustva C.
difficile u uzorku stolice.

Geni koji kodiraju sintezu toksina: primena PCR metode i umnozavanje dela
gena koji kodira toksin A iz stolice je opisana 1993. god., pri ¢emu su rezultati
bili saglasni sa testom citotoksi¢nosti na kulturi ¢elija.

Kultivisanje i tipizacija C. difficile

U mikrobioloskoj dijagnozi CDI, primarno mesto zauzima kultivisanje na
odgovaraju¢im hranljivim podlogama. Porasle kolonije karakteristicne
morfologije, identifikuju se na osnovu antigene grade i biohemijske aktivnosti.
Kao potvrdnu metodu, vecéina autora preporucuje PCR.
Tipizacija: tipizacija izolata je od velike vaznosti u mikrobioloskim
istrazivanjima 1 deskriptivnoj epidemiologiji.

Kao i kod veéine drugih mikroorganizama tipizacija C. difficile se moze
podeliti na fenotipske i genotipske metode .

Fenotipizacija: Genotipizacija:

e fagotipizacija e analiza restriktivnim

e  serotipizacija endonukleazama

e analiza proteina SDA-PAGE-O0m e randomizirana amplifikovana
e imunoblotting metode polimorfna DNA

e  spektrometrijom pirolise e arbitrarna primarna PCR

e  restrikciona fragmentirana
polimorfna tipizacija-RFLP

e PCR ribotipizacija

e  pulsirajuca elektroforeza u gel
polju -PFGE
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Detaljniji opisi navedenih metoda fenotipskih i genotipskih tipizacija
mogu se videti u monografiji Clostridium difficile.

Regionalna i nacionalna zastupljenost pojedinih PCR ribotipova
(RT) C. difficile

Istrazivanja sprovedena tokom poslednjih dvadeset godina pokazuju da
metoda mikrobioloske dijagnostike, ali i zbog Sirenja hipervirulentnog i
hiperepidemijskog soja genotipa NAPL /Bl/ RT027/ toxinotype Ill. Sojeve
PCR ribotipa (RT) 027 karakterise produkcija velikih koli¢ina toksina A i B in
vitro, tokom log faze rasta, i prisustvo gena koji kodiraju binarni toksin (cdtA
and cdtB). Razlog hiperprodukcije toksina najverovatnije treba traziti u deleciji
dela genoma koji ima ulogu regulatora negativne kontrole produkcije toksina A
i B.

Jedna od najiscrpnijih evropskih studija o ribotipzaciji izolata C. difficile,
uradena je od strane Freemana i sar. i obuhvatila je 2694 izolata iz 39 gradova
22 drzave. Utvrdeno je prisustvo 144 razli¢itih RT. NajceSce izolovani RT u
Evropi je bio hipervirulentni RT027 sa 12.22% i dominira u Danskoj,
Madarskoj, Italiji i Poljskoj, dok u Italiji dominiraju RT 018 i 078, a RT 176 i
017 u Ceskoj. Visoka prevalenca RT001 utvrdena je u Latviji i Slovackoj.
Sirenje RT 198 i 356 je zabelezenom u Madarskoj i Italiji. Najveéu raznolikost
RT zabeleZena je u Belgiji. Slicne podatke publikuju 1 istraziva¢i na
regionalnom 1 nacionalnom nivou (npr. RT 178 u istocnoj Evropi, RT 244 u
Australiji i Novom Zelandu, RT 018 u Italiji i RT 017 u Azijskim zemljama
(Juzna Koreja, Kina, Japan)). Epidemije u Belgiji najcesce izaziva RT 12.

C. difficile je Cesto zastupljen kod zivotinja i kultivise iz mesa svinja,
teleta 1 konja. Istrazivanja pokazuju da farmeri i njihove Zivotinje mogu biti
kolonizovani RT 078, $to ukazuje na njihovu razmenu i moguée izvore
infekcije.

U toku je istraZivanje o zastupljenosti pojedinih RT C. difficile na teritoriji
Srbije. Istrazivanjem je obuhvaceno 20-ak medicinskih ustanova (tri klinicka
centra Ni§, Vojvodine- Novi sad i Srbije-Beograd; opste bolnice u Kraljevu,
Krusevcu, Cacku, Leskovcu, Pirotu, Vranju, Subotici i Somboru; Vojna bolnica
Nis$ 1 Vojno Medicinska Akademija Beograd; KBC Bezanijska kosa, Zvezdara,
DragiSa MiSovi¢-Dedinje; Institut za zdrastvenu zaStitu dece 1 omladine
Vojvodine, Institut za pluéne bolesti Vojvodine, Institut KVB ,,Dedinje,, GAK
,Narodni front,, Beograd, Ortopedska bolnica ,,Banjica,,; Dom zdravlja Ni§ ).
Preliminarni rezultati pokazuju predominaciju RT 027 (47.28 %) i RT 001
(23,85 %) medu izolatima hospitalizovanih bolesnika. Slicni su i1 nalazi kod
vanbolnickih bolesnika (RT 027 (37.20 %) i RT001 (20.93 %), ali su takode
kultivisani i RT 006, 014, 020, 037, 085, 126 itd.).



Clostridioides difficile

Primena molekularnih metoda u dijagnostici CDI.

Danas postoji veliki broj dostupnih tehnika koje koriste metode
molekularne biologije za direktno otkrivanje C. difficile iz uzoraka fecesa, a
odobrene su od strane FDA (The Food and Drug Administration). One
ukljucuju testove koje otkrivaju samo C. difficile ili je testiranje na C. difficile
deo veceg multimolekularnog panela dizajniranog za otkrivanje veceg broja
gastrointestinalnih patogena. Dostupni testovi ciljaju gene koje kodiraju toksin
A i/ili toksin B. Neki od testova otkrivaju tcdC 117 deleciju nukleotida, koja se
moze koristiti za preliminarnu identifikaciju hipervirulentnih 027/NAP1/BI
sojeva (373, 374). Metodologija koja se koristi obuhvata razliCite eseje i to
kvalitativni ,,real-time,, PCR, multipleks , real-time,, ili konvencionalni PCR.

1. 9. Epidemiologija CDI
1. 9. 1. Nosilastvo C. difficile
1.9. 1. 1. Nosilastvo C. difficile kod Zivotinja

Dosada3nja istrazivanja ne daju direktne dokaze da infekcija C. difficile
moze biti porekla od Zivotinja (zoonoza), ali postoje dokazi o velikom broju
domacih, divljih i farmerskih Zivotinjskih vrsta koje su rezervoari i nosioci ove
bakterijske vrste. Nosilastvo kod zivotinja i prisustvo u hrani zivotinjskog
porekla koju koriste ljudi je ispitivano od strane Al Saifa N. i Braziera JS..
Tokom istrazivanja pregledano je 524 uzoraka fecesa i sadrzaja creva marve,
ovaca, svinja, riba i zivine a stopa izolacije se kretala od 0 — 1.6%.

1. 9. 1. 2. Nosilastvo C. difficile kod ljudi

Ova bakterijska vrsta se moze naci kod 3% odraslih ljudi i do ¢ak 80%
novorodene dece bez klinicki znaCajnih manifestacija, Sto reprezentuje
tranzitornu kolonizaciju ili normalnu floru.

Naseljavanje digestivnog trakta ljudi ovom bakterijskom vrstom pocinje
neposredno nakon rodenja. Tokom prvih meseca zivota digestivni trakt dve
trecine novorodene dece biva kolonizovan C. difficile. Ovo nastaje
najverovetnije unosom iz spora tokom boravka u bolnici. Stopa izolacije se kod
dece krec¢e od 5 do 80% pri ¢emu su stope nosilastva slicne 1 kod dece sa
dijarejom i kod dece bez simtoma intestinalne bolesti.. Zanimljivo je da je
preko 70% izolata pokazalo mogucnost produkcije toksina, ali da kod beba nije
primecena CDI. Razlog nepostojanja infekcije i otpornosti prema toksinu je jos
nerazjaSnjan. Moguce je da u tom periodu Zivota ne postoje receptori za toksine
ili su receptori neeksponirani (maskirani).
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Visoka stopa kliconoStva perzistira tokom prvih 8 meseci zivota sve dok
se ne uspostavi normalna crevna flora, a zatim se smanjuje i pada na 2 - 3%
kod odraslih.

Poseban aspekt nosilastva C. difficile je prisustvo ove bakterijske vrste u
digestivnom traktu hospitalizovanih bolesnika. Nosilastvo kod osoba koje borave
u bolnicama je mnogo vise (do 21%), $to je najverovatnije posledica primene
antibiotika i kolonizacije tokom boravka u bolnici.

Rezervoar, izvor i prenosenje C. difficile

Znacajan rezervoar C. difficile u bolnicama su bolesnici sa
asimptomatskim nosilastvom i bolesnici sa simtomima CDI koji kontaminiraju
bolni¢ku sredinu sporama i vegetativnim oblicima. Spore C. difficile se mogu
odrzavati i vise meseci na bolni¢ckim povrsinama (pod, namestaj, medicinska
oprema itd.), Sto doprinosi lakom Sirenju infekcije. Istrazivanja bolnickih
prostorija pokazuju stopu kontaminacije od 8% uzoraka sporama C. difficile
uprkos redovnim ¢iS¢enjima. Istrazivanje McFarlanda LV. i sar. utvrduje da je
kontaminacija sporama C. difficile visa u sobama bolesnika sa manifestnom
CDI u odnosu na sobe gde su smeSteni bolesnici sa asimptomatskim
nosilastvom (49 1 29%). Najznacajniji izvor infekcije su bolesnici sa
simtomatskom CDI.

Prenosenje infekcije je feko-oralna. Spore ali i vegetativni oblici C.
difficile se najéeS¢e prenose sa kontaminiranih povr$ina i predmeta na
bolesnika preko prljavih ruku medicinskog osoblja. Studije dokumentuju
pozitivne kulture ruku u 59% bolnickog osoblja. Prenos olakSava i otpornost
spora na vecinu upotrebljavanih dezificijenasa i antiseptika, neadekvatna
upotreba antibiotika i promiskuitet bolesnika. Pojedina istrazivanja ukazuju da
je mogu¢ 1 direktan unos C. difficile u digestivni trakt kontaminiranim
predmetima (npr. termometar). Premestanje bolesnika iz sobe u sobu ili na
neko drugo odeljenje ili bolnicu takode je znacajno u prenosenju bolesti.

Faktori rizika od nastanak CDI

Epidemioloska istrazivanja su pokazala da primena antibiotika,
imunosupresivne, citostatske i zracne-radio terapije, kao i hospitalizacija duza
od 10 dana, primena invanzivnih gastrointestinalnih procedura, hirurske
intervencije u abdomenu, davanje klizmi i starost osobe (osobe starije od 65
godina) predstavljaju statisticki znacajne faktore rizika za nastanak oboljenja
izazvanih toksigenim sojevima C. difficile. Kao znacajni faktori rizika od
nastanka CDI u pojedinim istrazivanjma navode se i teSka osnovna bolest
(maligne 1 hroni¢ne renalne bolesti), davanje lekovi u terapiji ulkusa kao 1
hospitalizacija u sobama intezivne nege ili produZeni boravak u bolnici §to se
moze povezati sa produzenenom izloZzenos¢u C. difficile. Mnogi od ovih



faktora imaju zajednicku karakteristiku da remete zastitnu ulogu — barijeru
normalne flore.

Prevencija CDI

Najuspesnije su se pokazale mere racionalizacije davnja cefalosporinskih
antibiotika (cefuroxima), edukacije medicinskog osoblja, koris¢enje rukavica
za jednokratnu upotrebu, dezinfekcija termometra i upotreba hipohlorata za
dezinfekciju bolnicke i bolesnicke sredine.

Terapijski tretman asimptomatskog nosilastva C. difficile nije pokazao
zadovoljavajuée rezultate. Istrazivanje Johnosa S. 1 sar. potvrduje da
metronidazol nije efikasan u eradikaciji C. difficile kod asimtomatskog
izlu¢ivanja stolicom.

Prevencija ukrStene infekcije

Pravovremena dijagnoza CDI je prvi korak u kontroli Sirenja C. difficile.
Nakon utvrdivanja CDI potrebno je primeniti kompletne mere prevencije i
ponoviti ih 48 sati nakon prestanka dijareje kod bolesnika. Kao prvu meru treba
primeniti izolovanje bolesnika sa CDI u posebnu sobu sa toaletom. Nakon toga
je obavezno potrebno upotrebiti dezinfekciona sredstava (hipohlorata i
aldehida) Sto se pokazalo kao uspeSna mera spreavanja Sirenja infekcije 1
redukcije kontaminacije bolni¢ke sredine. Medutim dugotrajna upotreba
hipohlorata izaziva korozivni efekat na okolinu. Preliminarni rezultati novijih
prospektivnih istrazivanja efikasnosti hidrogen-peroksida pokazuju mogucnost
eradikacije C. difficile u sobama intezivne nege. Ograni¢enja ove metode su to
Sto hidrogen peroksid obilno isparava te je potrebno sobe predhodno isprazniti i
zapecatiti pre dezinfekcije.

Terapija CDI
Tretman infekcija izazvanih C. difficile moZe imati nekoliko pristupa u
zavisnosti od tezine klinicke slike:

Prekid antibiotske terapije koja je predhodila nastanku CDI.
Aktivna antibiotska terapija usmerena prema uzro¢niku CDI
Transplatacija fekalnog mikrobioma
Novi i eksperimentalni lekovi i postupci (ridinizaol, ursodeoxycholic - ¢na
kiselina, bakteriofag, hetoksigeni sojevi C. difficile)
5. Prevencija (lekovi (rifaximin), probiotici, fekalni mikrobiom u kapsulama,
antitela i vakcine)
Prekid antibiotske terapije koja je predhodila infekciji je prva mera u
leCenju CDI. Rezultati tri nezavisne studije ukazuju da se kod 15 - 23%
bolesnika javlja spontano povlacenje simptoma tokom 48 - 72 Casa nakon

el A
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prekida antibiotske terapije koja je predhodila CDI. Medutim, u svakodnevnom
radu je nemoguce predvideti kod koga bolesnika ¢e doc¢i do spontanog
povlacenja simtoma.

Etioloski terapijski pristup CDI zahteva primenu efikasnih antibiotika
kojima se unistava C. difficile (vankomicin, metronidazol, bacitracin itd..).

Metronidazol i vankomicin su tokom poslednjih 25 godina najcesce
primenjivani lekovi u terapiji CDI.

Teicoplanin i fusidinska kiselina pokazuju sli¢ne efekte kao oralno dati
vankomicin i metronidazol.

Nitazoxanid se koristi u terapiji oboljenja izazvanih protozoama i
helmintima u SAD. Blokira anaerobni metabolizam te je deluje i na anaerobne
bakterija.

Fidaxomicin (ranije OPT-80) inhibira sintezu proteina i ima uzak spektar
dejstva protiv Gram pozitivnih aeroba i anaeroba, §to je dobro jer poSteduje
Gram negativne bakterije koje ¢ine normalnu floru creva. Dve studije potvrduju
da ovaj antibiotik nije inferioran u odnosu na vankomicin u terapiji CDI, ali i
da nakon tretmana fidaxomicinom postoji mnogo manja stopa rekurentnih
oblika CDI (za oko 50%). Takode, primeceno je da moZe uticati i na redukciju
produkcije toksina A i1 B. Fidaxomicin utiCe i na smanjenje kontaminacije
bolesnikove okoline sporama C difficile i to za oko 30% u odnosu na terapiju
metronidazolom ili vankomicinom.

Bacitracin je uspesno koris¢en u tretmanu pojedinih slu¢ajeva CDI tokom
osamdesetih godina proslog veka, pri ¢emu je njegov efekat uporedivan sa
efektom vankomicina. Rezultati studija su pokazale da nema razlike izmedu
terapijskog efekta pri ¢emu je uspesnost tretmana bila od 76 - 100%.

Tigecyclin je antibiotik iz klase glycylcyclina, i koris¢en je za lecenje
teSkih slucajeva CDI. Preovladava stav da tigeciklin treba koristiti kao zamenu
za metronidazol ili dopunsku terapiju ako se koristi vankomicin.

Anjonske smole npr. colestipol i cholestyramin vezuju toksine C. difficile
ali sa nedovoljno klinickog efekta. Tokom istrazivanja je zapaZeno da ove
supstance mogu da vezuje i lekove koji se primenjuju u etioloskoj terapiji CDI
(npr. vankomicin).

Tolevamer je lek razvijen sa ciljem neutralizovanja toksina C. difficile u
digestivnom traktu. Aktivna komponenta tolevamera (GT 160-246) je visoko
solubilni anjonski polimer velike molekularne tezine koji se ne resorbuje u
cirkulaciju a ima dobar terapijski efekat na kolitis izazvan C. difficile tokom
eksperimenata na hrécima.

Jedan od vidova terapeutskog pristupa je i primena probiotika-nepatogenih
mikroorganizama. Mehanizam dejstva probiotika nije u potpunosti razjasnjen.
Moguéi mehanizmi ukljuuju stimulaciju imunog sistema, kompeticiju za
nutritivne supstance, inhibiciju adherencije patogena ze epitel i mukoze, kao i
produkciju antimikrobnih supstanci. Dopunski mehanizmi mogu biti |



kompeticija za receptore, delovanje na sekreciju mucina i imunomodulacija
limfoidnog tkiva creva. DosadaSnjim istrazivanjima su analizirani terapijski
efekti primene Lactobacillus(L.) spp, Saccharomyces(S.) boulardii i
netoksigenih sojeva C. difficile.

Transplatacija fekalnog mikrobioma je preporu¢ena metoda u le¢enju
povratnih oblika CDI. Opisana je prvi put 1958 u terapiji PMC. Prva ozbiljna
studija je publikovana 2013. god. i ispitivala je efekte duodenalne infuzije, kroz
nasoduodenalne tubu, feces donora bolesniku sa povratnim oblikom CDI. Stopa
postignutog izlecenja je bila 94% pri cemu je ova metoda pokazala bolju
efikasnost u lecenju povratnih oblika bolesti u odnosu na vankomicin. U
leCenju tesSkih 1 komplikovanih oblika CDI, transplantacija fekalnog
mikrobioma se preporucuje kao alternativa i poslednji pokusaj koji predhodi
hirurSkoj intervenciji. Medutim, postoje studije koje ukazuju da je ovaj
postupak uspesno primenjen kod CDI otpornog na leCenje antibioticima.

Lecenje prve epizode CDI transplantacijom fekalnog mikrobioma se
takode moze primenjivati, jer studije pokazuju efikasnost do 80%.

Primena transplantacije fekalnog mikrobioma se pokazala uspe$nom i kod
imunokompromitovanih bolesnika (transplantacija organa, maligniteti, HIV,
imunosupresivana terapija) sa stopom izleCenja od 89% kao i kod bolesnika
smestenih u sobama intezivne nege.

Pojedina istraZivanja ukazuju da rana transplantacija fekalnog mikrobioma
(421) moZe smanyjiti 1 stopu smrtnosti u teSkim slucajevima CDI ali za sada ne
postoji zvani¢ni stav da ovaj postupak treba primeniti kao prvu liniju leCenja.

Mehanizmi kojima se postiZze visoka efikasnost transplantiranog fekalnog
mikrobioma je jo$ uvek nerazjasnjena. Obnavljenje mikrobioma creva je
verovatno najvazniji faktor ali Staley 1 sar. (422) ukazuju na klu¢nu ulogu
bakterija mikrobioma i metabolizma sekundarnih zu¢nih kiselina, povezanih sa
povecanom otporno$¢u prema infekciji. Rezultati 1 drugih istrazivanja
pokazuju da feces bolesnika pre transplatacije indukuje germinaciju spora, a
nakon transplatacije inhibira rast vegetativnih oblika C. difficile, Sto se moze
objasniti obnavljanjem nivoa sekundarnih Zu¢nih kiselina.

Na kraju, pored sastava mikrobioma potrebno je sagledati i funkciju jer
efikasnost sterilnih transplantata sugeriSe da bakterijske komponente,
bakteriofazi ili aktivni metaboliti imaju vaznu ulogu koju treba dalje ispitivati
(425).

Antiperistalticke lekove npr. loperamid i diphenoxylate treba izbegavati u
terapijskom tretmanu CDI. Nekoliko prikaza sluc¢aja ukazuje da antiperistalticki
lekovi kod bolesnika sa CDI mogu dovesti do nastanka toksicnog megakolona,
verovatno zbog usporene ekskrecije toksina stolicom .

Humani imunoglobulini (200-500 mg/kg) su koriséeni sa razli¢itim
uspehom u tretmanu CDI kod pojedinih bolesnika.
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Hirurski tretman komplikacija CDI

Bolesnici sa toksi¢nim megakolonom i akutnim abdomenom kod kojih
medik amentozna terapija ne daje rezultate i sa suspektnom perforacijom
predstavljaju kanditate za hirurusku terapiju.

Terapija CDI kod bolesnika sa HIV infekcijom
Bolesnici sa HIV infekcijom dobro reaguju na terapiju u odnosu na druge
bolesnike.

Terapija povratne CDI

NajceS¢e se primenjuje produzena terapija, medutim ona nije efikasna
zbog sporulacije mikroorganizama. Vankomicin se obi¢no daje u periodi¢nim
dozama ili mnogo malih doza, na svakih nekoliko dana sa ciljem da dode do
germinacija spora C. difficile S§to bi omogucilo dejstvo antibiotika.
Kombinacija vankomicina i rifampicina se takode u nekim istraZivanjima
pokazala uspeSnim. Rekurentna CDI se u nekim slucajevima uspesno leci
davanjem mikroorganizama koji ¢ine normalnu floru kolona. Obi¢no se daju 10
razlicitih vrsta aerobnih i anaerobnih bakterija, a smatra se da najznacajniju
terapijsku ulogu imaju vrste iz roda Bacteroides.

Tretman asimtomatskih osoba

Asimtomatske kliconose imaju relalativno mali rizik da obole od CDAD,
te se iz tog razloga ne primenjuje nijedan terapijski postupak. Medutim,
asimtomatske kliconose mogu biti izvor Sirenja bolesti u bolnicama, te postoje
predlozi da ove bolesnike treba leciti u cilju spre¢avanja epidemije. Oralno dat
vankomicin uspesno suprimira bakterije ali tretman moze dovesti do
produzenog kliconostva. Metronidazol se pokazao neefikasnim u tretmanu
asimtomatskih kliconosa.

Terapija CDI kod dece ima nekoliko specifi¢nosti u odnosu na antibiotike
koji se primenjuju. Za razliku od odraslih, podaci o primeni metrinidazola,
vankomicina i fidaxomicina kod dece su limitirani.



