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plexe de laborator.

INTRODUCERE

Clostridium difficile (CD) a fost prima data izo-
lat in anul 1935 din colonul nou-nascutilor sana-
tosi, dar prima documentare a patogenitatii bacteri-
ei dateaza din anul 1978, cand a fost asociata cu un
caz de colitd pseudomembranoasd postantibiotice
(1,2). Clindamicina si betalactaminele cu spectru
larg au fost initial asociate diareei cu CD. Utiliza-
rea extensiva a flurochinolonelor in ultimii 20 de
ani a contribuit la emergenta ribotipului hiperviru-
lent 027 si cresterea cazurilor asociate de infectii cu
Clostridium difficile (ICD) (3).

Interesul medical pentru ICD a crescut dupa
anul 2001, odata cu raspandirea ribotipului 027,

REZUMAT

Infectia cu Clostridium difficile (ICD) este o cauza a gastroenteritei acute, cu potential de evolutie severa
catre colita pseudomembranoasa, ileus si megacolon toxic. Initial, ICD a fost considerata o infectie nozo-
comiald, dar au fost dovedite si infectii comunitare. Susceptibilitatea la ICD este crescuta in urmatoarele
conditii: alterarea microbiotei intestinale dupa antibioterapie si imunosupresoare, compromiterea barierelor
mucoase dupa interventie chirurgicald, traumatism, proliferare tumorala, ischemie sau necroza, precum si
in cazul scaderii rezistentei generale a organismului, cauzata de varsta, alcoolism, diabet zaharat, neopla-
zii, imunosupresie, angiopatii. ingrijorarea pentru aparitia unor noi epidemii de ICD se mentine ridicata, din
cauza variabilitatii genetice bacteriene si a rezistentei sporilor in mediul extern. Diagnosticul ICD raméane o
provocare pentru clinicieni, bazandu-se pe corelarea datelor clinice, epidemiologice si a investigatiilor com-
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identificat in Statele Unite ale Americii (SUA) si
Canada (4). Epidemia din SUA a fost declaratd o
problema de sanatate publica in anul 2011, cand
numarul cazurilor noi a crescut la 500.000/an, cu
15.000-30.000 decese/an, suplimentand costurile
de spitalizare cu peste 4,8 mild. $ (3). In urmatorii
ani, ribotipul 027 s-a extins si In Europa, apoi in
intreaga lume, 1n contextul evident al consumului
exagerat si al utlizarii inadecvate a antibioticelor
(5,6).

Desi spitalele din Anglia s-au confruntat cu
cresterea semnificativa a morbiditatii ICD, dupa
anul 2006 incidenta acestei infectii a scazut cu
aproape 80%, datoritd unui program de masuri apli-
cate la nivel national privind controlul si transmite-
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rea infectiilor in spitale, dar si printr-o strategie de
restrangere a utilizarii unor antibiotice cu rol de
trigger n declansarea ICD (7). Aceste principii au
fundamentat un program national din Canada, unde
morbiditatea prin ICD a scazut in perioada 2009-
2015 cu 38,5% (8). In Uniunea Europeani sunt in-
registrate anual peste 123.000 de cazuri, reprezen-
taind a 8-a cauza de infectie asociatd asistente
medicale, cu prevalenta de 2,6 cazuri la 10.000 de
pacienti-zi (5). In Romania, primele cazuri de ICD
cu ribotip 027 au fost identificate in anul 2011, dar
numarul acestor infectii a crescut progresiv. Preva-
lenta ICD evaluata intr-un studiu multicentric a fost
de 5,2 cazuri la 10.000 de pacienti-zi (9).

ETIOPATOGENIE

Clostridium difficile (CD) este un bacil Gram
pozitiv, strict anaerob, sporulat, toxigen, care colo-
nizeaza intestinul, mai ales cand exista dezechili-
bru microbian. In ciclul de viati al CD se distinge o
forma vegetativa, responsabila de producerea toxi-
nelor patogene si o forma de spor dormant, rezis-
tent la oxigen, uscaciune, temperaturi scazute si la
actiunea celor mai multi agenti dezinfectanti. Re-
zistenta sporilor de CD 1n mediul exterior explica
persistenta bacteriei In natura si dificultatile de pre-
venire a infectiei. Cultura CD se poate face din ma-
teriile fecale, dar si din sange si tesuturi, necesitand
medii speciale si conditii de anaerobioza. Denumi-
rea ,,difficile* indica dificultatea cultivarii si identi-
ficarii acestu microb (10).

Principalele modificari celulare evidentiate prin
microscopie electronica dupa expunerea la toxinele
CD sunt pierderea structurii citoscheletale, rotunji-
rea celulelor, Intreruperea jonctiunilor intercelulare
si apoptoza. Aceste modificari altereaza bariera in-
testinala si contribuie la acumularea de lichid in lu-
menul intestinal, asociata cu boala diareica (11,12).

Factorii de virulentd ai CD sunt reprezentati de
capsula polizaharidica, adezine, enzime si toxine.
Tulpinile de CD care nu produc toxina sunt nepato-
gene, nu produc infectii. Toxinele A si B sunt cei
mai importanti factori de virulenta si sunt codifica-
te de genele tcdA si tcdB. Dupa tipul toxinei, tulpi-
nile de CD pot fi producatoare de toxina A (tcdA),
toxina B (tcdB) sau toxina binara (13).

Rolul acestor toxine este de a regla numeroase
procese biologice, si anume: secretia si mentinerea
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citoscheletului, adeziunea celulara, chemotactis-
mul, stimularea secretiei de citokine, TNF, IL-1,
IL-6 si IL-8 (14). In patogeneza ICD, se presupune
ca IL-8 are un rol particular, prin recrutarea si acti-
varea neutrofilelor, prezente in numar mare in zo-
nele de inflamatie asociate acestei infectii. Poli-
morfismul genei IL-8 a fost asociat cu sus-
ceptibilitatea la recurenta ICD (15). In prezent, s-a
dovedit ca toxinele CD actioneaza prin glicozilarea
proteinelor GTP-azei Rho, Rac si Cdc42 (16). Gli-
cozilarea impiedica activarea acestor proteine si
capacitatea lor de a regla polimerizarea actinei, al-
terand celulele gazda, cu efecte citopatice, citotoxi-
ce si de raspuns imunologic (17). Totusi, aceasta
teorie nu poate explica in totalitate mecanismele
moleculare ale toxinelor clostridiene, avand in ve-
dere complexitatea proteinelor Rho. Inactivarea
proteinelor Rho blocheaza NFkB, transcriptia si se-
cretia TLRs induse de citokinele inflamatorii si de
chemokine, dar care par sa fie stimulate de toxinele
CD (17). Variabilitatea genelor care codifica toxi-
nele A (tcdA) si B (tcdB) poate fi evaluata prin to-
xinotipare, utilizdnd metode de genetica molecula-
ra (PCR — RFLP). Se cunosc 34 toxitipuri,
caracterizate de modificarea PalLoc (,,pathogenicity
locus”), constituit din regiunile de codare a tcdA si
tcdB, alaturi de 3 gene reglatorii tcdR, tcdC si tcdE
(18).

Descifrarea genomului bacterian a permis iden-
tificarea unui numar crescut de ribotipuri, rezultate
dupa mutatii punctiforme, deletii sau insertii ale
transpozomilor. Acestea se deosebesc 1n privinta
virulentei, rezistentei la antibiotice si a interactiunii
cu gazda. Toxitipurile se coreleaza cu ribotipurile.
In lume, cele mai rispandite toxitipuri sunt III
(PCR ribotip 027), IV (PCR ribotip 023), V (PCR
ribotip 078/126) si VIII (PCR ribotip 017) (13,19).

EPIDEMIOLOGIE

Epidemiologia ICD s-a schimbat in ultimiii 20
de ani. Desi majoritatea cazurilor continud sa fie
asociate Ingrijirilor de sanatate, numarul infectiilor
comunitare este in crestere. Dintre infectiile comu-
nitare, 40% pot necesita spitalizare, devenind surse
pentru infectii din spital (20).

Sursa ICD este reprezentatd de intestinul per-
soanelor bolnave si sanatoase, intestinul diferitelor
specii de animale, solul, apa sau obiectele contami-
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nate. Transmiterea CD se face pe cale digestiva, in
mod direct sau indirect, prin obiecte contaminate.
Infectiile aparute in spitale se realizeaza mai ales
prin transmiterea intre bolnavi sau intre bolnavi si
personalul medical, dar si dupa contactul cu instru-
mentar medical sau obiecte de vestimentatie, mobi-
lier sau pavimente contaminate (20,21). Infectiile
comunitare pot fi asociate cu expuneri variate in
mediul exterior (praf, ape navigabile, ape rezidua-
le, canale de irigatie), din mediul casnic (suprafete
din bucatarie, frigidere) si contactul cu animale sau
alimente de origine animala (22,23). Clostridium
difficile (mai ales ribotipul 078 si ribotipul 027) s-a
izolat la vite, porci sau pasari crescute in gospoda-
rii, dar si la animale de companie si animale salba-
tice (22).

Receptivitatea la ICD este conditionata de deze-
chilibrul microflorei intestinale, prin aparitia unor
,,brese
variaza in functie de varsta. Desi peste 50% dintre
sugari sunt colonizati cu CD, infectia este rareori

(33
1

n compozitia microbiomului. Impactul CD

intalnita la aceasta varsta, deoarece majoritatea ca-
zurilor sunt asociate cu tulpini netoxigene (24). Su-
garii alimentati artificial au un risc mai crescut de
colonizare fata de cei alimentati natural (25). Porta-
jul intestinal al CD la adultii sdnatosi este mult mai
rar, Intalnit la 3-5% dintre persoane (26,27). Majo-
ritatea cazurilor de infectii simptomatice sunt cu-
noscute dupa varsta de 65 de ani, mai ales la paci-
enti cu interventii chirurgicale, boli oncologice si
boala cronica de rinichi (28).

Riscul infectiilor comunitare cu CD este mai
crescut la tineri, femei care ingrijesc sugari, persoa-
ne care primesc inhibitori de pompa de protoni sau
antibiotice cu spectru larg, persoane care locuiesc
in vecinatatea fermelor sau care cresc animale (20).

DIAGNOSTIC

Dificultatea diagnosticului ICD este influentata
de rata crescuta de colonizare asimptomatica la pa-
cientii spitalizati, raportata intre 7% si 26% (29).
De aceea, evaluarea criteriilor clinice compatibile
cu definitiile de caz este esentiala pentru interpreta-
rea corectd a investigatiilor realizate pentru dia-
gnosticul ICD. Definitia clinicd propusda de Du-
bberke si colaboratorii sdi se refera la cel putin 3
scaune emise 1n 24 de ore, cu consistenta scazuta,
evaluata cu scor 5-7 dupa scala Bristol si dureri ab-
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dominale sau crampe (30). In prezent, definitia de
caz recomandata de ghidurile practice cuprinde trei
variante clinice, diaree, megacolon sau ileus sever
si un test de laborator pozitiv sau aspect pseudo-
membranos evidentiat endoscopic sau histopatolo-
gic (3,5,10).

Diagnosticul ICD poate fi un caz nou sau recu-
rent, dacd urmeaza unui alt episod confirmat in ul-
timele 2-4 saptamani (3). Dupa relatia intre spitali-
zare si debutul simptomelor, diagnosicul ICD poate
fi nozocomial, de la 48 ore dupa internare pana la
28 zile dupa externare sau comunitar, peste 8 sapta-
mani de la externare. Infectia cu CD este nedeter-
minabila, daca debutul simptomelor are loc intre 4
si 8 saptamani de la externare (5,28,29). Complica-
tiille ICD sunt sindromul de deshidratare, chiar so-
cul hipovolemic, sepsisul si abdomenul acut. Fac-
torii de risc pentru complicatiile ICD sunt varsta
inaintatd, leucocitoza, insuficienta renald si comor-
biditatile cronice.

Riscul de deces a fost asociat cu varsta, comor-
biditatile, hipoalbuminemia, leucocitoza, insufici-
enta renala si ribotipul 027. Scorul ATLAS cuanti-
fica riscul decesului, luand 1n calcul varsta,
prezenta febrei, severitatea leucocitozei si hipoal-
buminemiei, precum si utilizarea antibioticelor sis-
temice (31).

Diagnosticul de laborator este indicat numai in
cazurile care au factori de risc si indeplinesc crite-
rille clinice, excluzidnd diareea medicamentoasa
sau alte cauze de boala diareica. Nu este recoman-
dat sa se testeze pentru CD scaunul consistent, ex-
ceptand situatia ileusului paralitic (32). Metodele
indicate pentru diagnosticul ICD sunt cultura toxi-
genica (CT), testul de neutralizare a citotoxicitatii
celulare (TNCC), testele imunoenzimatice (EIA)
pentru toxinele A si B si pentru glutamat-dehidro-
genaza (GDH) si testul de amplificare a acizilor
nucleici (TAAN).

Totusi, niciuna dintre aceste metode nu este con-
sideratd standard de referinta. In ultimii 30 de ani,
diagnosticul ICD s-a bazat pe CT combinata cu
TNCC, dar aceste metode sunt laborioase si necesi-
ta mult timp. Alte dezavantaje sunt interpretarea
dificila si reproductibilitatea slaba a rezultatelor,
cauzata de specificitatea scazuta a culturii toxigeni-
ce, sensibilitatea dovedita a testului de neutralizare
numai pentru toxina B (33).

Cultura 1n anaerobioza se realizeaza pe medii
selective cu agar cicloserina-cefoxitina-fructoza,
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dupa decontaminarea prealabila a probei de scaun
prin tratarea cu caldura sau alcool. Dupa incubarea
timp de cateva zile la temperaturi de 20-25°C, pot
creste colonii gélbui, plane, cu margini neregulate
si cu aspect de sticla mata. Sensibilitatea culturii
poate creste pana la 100% prin utilizarea mediului
ChromolD, agar imbogatit cu taurocolat de sodiu,
galbenus de ou, tripticaza-soia si sange de berbec
(34) (Figurile 1 si 2).

FIGURA 1. Cultura Clostridium difficile pe mediu
agar-sange, colonii non-hemolitice, de 2-4 mm in diametru,
cu suprafatd mata

FIGURA 2. Cultura Clostridium difficile pe mediu cromo-
gen-chrom ID C. difficile agar (bioMérieux) — colonii negre

Din coloniile suspecte se realizeaza testele de
prezumptie: morfologia coloniilor, aspectul micro-
scopic la coloratia Gram (Figura 3) si caracteristici-
le biochimice, cu pozitivarea testelor indol si hidro-
liza L-prolin-naftalamida. Testele de prezumptie
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pozitive necesitd confirmare prin metodele RapID

ANA (sistem de identificare rapida a izolatelor an-
aerobe) sau MALDI-TOF (matrix-assisted laser de-
sorption/ionization-time of flight) (35).

FIGURA 3. Frotiu colorat Gram — culturé Clostridium
difficile — microscopie optica

Tulpinile identificate de CD pot fi netoxigene
20-25%. Dupa identifcarea tulpinilor de CD este
necesara evaluarea potentialului patogen utilizand
un test de toxigeneza, TNCC, EIA sau TAAN (3).

Testul de neutralizare a citotoxicitatii celulare
detecteaza toxina CD prin identificarea efectului
citopatic pe culturi celulare McCoy, MRC-5 sau
Vero. In prezenta toxinei, celulele prezinti un efect
citopatic reversibil dupa neutralizarea cu antitoxina
(34).

Testele comerciale EIA pentru detectarea toxi-
nelor A/B si GDH sunt rapide, au costuri relativ re-
duse, dar prezinta sensiblitate si specificitate scazu-
te si necesita utilizarea combinatd. Testarea
EIA-GDH este utila pentru screening, avand sensi-
bilitate buna, dar nu diferentiaza tulpinile toxigene
de cele netoxigene si poate prezenta reactii incruci-
sate cu enzimele altor specii de clostridii (36).

Utilizarea TAAN identifica genele care codeaza
TedB, TcdA si/sau toxina binara, prin tehnica PCR
(polymerase chain reaction) sau LAMP (loop-me-
diated isothermal amplification). Avantajele TAAN
sunt rapiditatea, complexitatea redusa si acuratetea
foarte buna, dar prezinta dezavantajul detectiei tul-
pinilor netoxigene, cu rata crescuta de rezultate fals
pozitive (37).

Societatea Europeand de Microbiologie Clinica
si Boli Infectioase (ESCMID) recomanda utilizarea
unui algoritm de diagnostic 1n doi pasi, incepand cu
un test TAAN sau GDH-EIA, urmat de un test EIA
de confirmare a toxinei (38).

Toxinele CD au fost asociate cu o inflamatia in-
testinala, obiectivata prin prezenta unor biomarkeri
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in probele de scaun, lactoferina, mieloperoxidaza,
citokinele si calprotectina. Acesti biomarkeri usor
de determinat ar putea fi indicatori pentru severita-
te, dar nu sunt specifici pentru ICD si nu sunt reco-
mandati de majoritatea ghidurilor practice (34).

Metodele endoscopice, sigmoidoscopia flexibi-
14 si colonoscopia au utilitate limitata din cauza fra-
gilitatii mucoasei colonului si a riscului de perfora-
tie a peretelui (39).

Examenul colonoscopic i anatomo-patologic al
pieselor de biopsie, chirurgicale sau necroptice,
poate stabili diagnosticul de ICD prin evidentierea
aspectelor tipice, cu depozite galbui si pseudomem-
brane (Figura 4). Microscopic, se descriu epiteliu
distrus, cu arii focale de necroza, infiltrat neutrofi-
lic la nivelul mucoasei si aglomerari de leucocite
fragmentate, fibrind, mucus si detritusuri celulare
(10,16).

FIGURA 4. Imagine de colonoscopie — infectie Clostridium
difficile, inflamatie de mucoasa cu arii acoperite de depozit
galbui 1-4 mm

Metodele imagistice sunt recomandate pentru
diagnosticul ICD, cand sunt suspectate complicatii
sau alte patologii intraabdominale asociate. Cel
mai comun aspect evidentiat la tomografia compu-
terizata abdominala este ingrosarea peretelui colo-
nic, la care se pot asocia ascita gi neregularitatea
peretelui intestinului (Figurile 5 si 6). Radiografia
abdominala este indicatd pentru diagnosticul pre-
coce al megacolonului toxic, mai ales la pacientii
care prezinta criterii de sepsis (10,36).

Studiile actuale sunt orientate pentru dezvolta-
rea unor teste ultrasenzitive ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assays) care sd permitd detectia
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FIGURA 5. Imagine de computer tomograf abdominal —
colon ascendent — grosime perete 23,2 mm, diametru
transversal 74,3 mm (41)

FIGURA 6. Imagine de computer tomograf abdominal —
colon sigmoid, diametru 60,9 mm (sectiune coronald) (41)

cantitativa a celor doud toxine, tcdA si tcdB. O alta
directie de cercetare o reprezintd analiza metabo-
lomica din scaun si urina. Pornind de la ipoteza ca
microbiomul persoanelor cu ICD este alterat din
cauza antibioticelor, analiza metabolomica a con-
statat ca nivelul de colesterol si coprostanol din
scaun este diferit fatd de persoanele sinitoase. In
urind au fost studiati 53 de metaboliti, dintre care
colina a prezentat o diferenta semnficativa in ICD
fatda de persoanele sanatoase (40).

In concluzie, epidemia ICD continui si evolue-
ze lanivel global, desi programele nationale de pre-
ventie au reusit controlul infectiilor noocomiale In
unele tari ale lumii. Patogenia ICD este complexa
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si dinamica, existdnd posibilitatea emergentei unor teriand si de interpretare a rezultatelor de laborator,
noi ribotipuri virulente. Diagnosticul ICD raméane o care necesita intotdeauna corelatia cu datele clinice
provocare legata de dificultatile de identificare bac- si epidemiologice.



