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Clostridium difficile:
uj élelmiszer-biztonsagi veszely?
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élelmiszer-szennyezettség, bakteriologiai jellemz8k, toxinok, inaktivalas, kimutatas, vizsgalati
modszerek, kockazatbecslési feladatok.

Osszefoglalas

A Clostridium difficile anaerob spéraképz6 és polipeptid toxinokat képz6 baktérium
nagy virulenciaju torzsei a bél mikrobiota antibiotikumok okozta kdrosodésa esetén
csOkkent immunitdsu egyéneknél életveszélyes vastagbélgyulladdst okozhatnak.
A C. difficile infekcié (CDI) korunkra kiemelked6 jelentéségl koérhazi jarvanyugyi
problémavé valt. A jelen kdzlemény a kdzelmult relevans szakirodaimabdl valogatva
hivja fel a figyelmet arra a problémara, hogy ez a kdrokozé potencialisan zoonotikus
jellegl és élelmiszerekkel is kdzvetithetd lehet. Bar az élelmiszer okozta CDI-nek
nincsenek bizonyitott esetei, az utébbi években a baktérium jarvanytgyi jelentéségu
torzseit kisebb-nagyobb gyakorisaggal kulonféle élelmiszerekbdl is izolaltak. A klinikai
mikrobiol6giai gyakorlatban eredményesen alkalmaznak molekularis diagnosztikai
modszereket. Elelmiszer-biztonsagi célokra azonban még sokirany( kutatas és

szabvéanyosithaté vizsgalati moédszerek kidolgozasa, elfogaddsa és alkalmazasa

szUkséges.

1.0sszefoglalas

A Clostridium difficile anaerob sporaképz6 és poli-
peptid toxinokat képz6 baktérium, amely koérilbeldl
az ezredforduld 6ta kiemelkedd jelent6ségd koérhazi
jarvanyugyi problémava valt hazankban is (1), (2). En-
nek oka az el6szér Eszak-Amerikaban, majd révide-
sen Eurdpaban is megjelent, nagy virulencigju térzse-
inek az elterjedése. A fert6zés akkor alakul ki, ha a bél
Jnormal” mikrobiotaja (3) karosodik, példaul antibio-
tikum-hasznalat kdvetkeztében. A megbetegedés tii-
netei az enyhe hasmenéstdl az életveszélyes ,alhar-
tyas vastagbél gyulladasig” (pseudomembranosus
colitis-ig) terjednek. Kilénésen idésebb életkor és
legyongilt immunrendszer fontos kockazati ténye-
z6i. Az el6bbi tapasztalat az eléregedd népességli
tarsadalmakban kiléndsen fontos problémava valik.
Ugyanakkor a népesség kisebb-nagyobb hanyada a
baktérium klinikai tinetekt6l mentes ,hordozéja”. A
nem toxinogén torzsei is széles kdrben elterjedtek a
természetben.

Ennek az ,0j" patogénnek az élelmiszer-biztonsagi
jelentéségét mutatja, hogy az Eurépai Elelmiszer-biz-
tonsagi Hivatal (EFSA) szakért6i is foglalkoznak a
Clostridium difficile potencidlis problémajaval (Sze-
itzné Dr. Szab6 Méaria, személyes kozlés). Kuléndsen
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megfontolandé, hogy a legvirulensebb PCR-ribotipu-
sai (027 és 078) azok, amelyeket a leggyakrabban
izolalnak élelmiszerekbdl is. Korunkra a Clostridium
difficile fert6zés (Clostridium difficile infection, CDI)
globalis jelleglivé és a meticillin-rezisztens Staphy-
lococcus aureus-okozta fert6zésekhez hasonlé koz-
egészségligyi és gazdasagi kihivassa valt. Indo-
koltnak tartjuk ezért, hogy e folydirat olvasoinak is
felhivjuk a figyelmét a cikk cimében jelzett témara,
és a kovetkez6kben rovid attekintést adjunk a kozel-
multban megjelent relevans szakirodalombdl kivona-
tolt ismeretanyagrol. Attekintésiinkben elsésorban a
Rodriguez-Palacios és szerzétarsai (4), (5) valamint
Doyle (6) altal irott tanulmanyokat vettiik alapul.

3. Rovid torténeti attekintés

Ezt a baktériumot elsd alkalommal mar 1935-ben izo-
laltak, de hosszu évekig gyermekek bél mikrobiota-
ja human patogenitassal nem rendelkez6 tagjaként
kényvelték el. Csupan az antibiotikumok hasznalata-
nak elterjedésével, az 1970-es évek kdzepén allapi-
tottdk meg, hogy fert6zést okoz, az antibiotikum altal
karosodott ,bélfléraban” elszaporodasi lehet8séget
nyerve. A XX. szazad utolsé évtizedeiben még vitatott
volt, hogy a C. difficile-t élelmiszer kdzvetiheti-e (5).
Eleimiszerbdl, mintegy mellékesen, elséként 1996-
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ban izolaltak Clostridium difficile-t, vakuum-csoma-
goltan, h(itétarolas kézben megromlott daralt marha-
és sertéshis mintakbdl (7). Az azonban az utolsd két
évtizedben egyértelmdvé valt, hogy a C. difficile 6
rezervoarja az ember és a melegvér( allatok béltrak-
tusa. Ugy latszik, hogy lassu szaporodésa és gyenge
szaporodasi versenyképessége miatt az egészséges
bélrendszerben nem jut szerephez, azonban a bél
mikrobidtanak barmilyen antibiotikummal torténd
megzavarasa, vagy a mikrobiota egyensulyanak mas
okok miatti megbomlasa érzékeny egyéneknél CDI-t
okozhat

4. Elelmiszer-biztonsagi vonatkozasok

Az orvostudomanyi szakirodalommal ellentétben
az élelmiszer-mikrobioldgiai, élelmiszer-tudomanyi
szakirodalomban C. difficile-vel kapcsolatos kozle-
mények még csupan gyéren talalhaték, de mar az
eddigiek is jelzik azt, hogy olyan, eddig nem kell6en
figyelembe vett kdrokozérél van sz6, amely potenci-
alisan zoonotikus jellegd, illetve élelmiszerrel is kdz-
vetithet6 lehet (8). Bar kbzvetlenil éleimiszer-okozta
CDI-nek nincsenek bizonyitott esetei, nem lehet ki-
zarni, hogy kérhazon kivili kdrnyezet és kiléndsen
allati eredet(i, a baktériummal szennyezett élelmi-
szerek is forrasaiva véalhatnak C. difficile fert6zés-
nek (4). 2006. Ota jarvanyugyi jelentéségi torzseit is
izolaltak kulonféle élelmiszerekbdl, f6ként husok és
egyes huskészitmények kiskereskedelmi mintainak
kisebb-nagyobb hanyadabdl (9), (10), leginkadbb Ka-
naddban és az USA-ban. Izoléltak azonban Clostridi-
um difficile-t névényi termékekbdl is (11). Eurépaban
az élelmiszereken valé el6fordulasa kisebb gyakori-
ségunak latszik, mint Eszak-Am érikaban.

A baktérium szaporodasi h6mérséklet-tartoméanya 25
és 45 °C kozotti, 30 és 37 °C kozotti optimalis ho-
mérséklettel. Spérai miatt kérnyezeti szennyez6ként
hosszu ideig életben maradhat. Bar konzervtechno-
I6giai értelemben a spdrai nem latszanak mas sporas
fajokhoz képest kimagasloan ho6tlir6nek, az ételek
szokasos haztartasi f6zési korilményei kell6 bizton-
saggal nem inaktivaljak 6ket (12). A C. difficile toxin-
jainak stabilitdsaroél, kilondsen élelmiszer-dsszete-
v6k jelenlétében, még nincs elegend6 informacio (6).

Vitatott, hogy probiotikumokkal (laktobacilluszok,
bifidobaktériumok, stb) mennyire megbizhatéan le-
het a CDI ellen védekezni (13), (14), (15). Az alapvetd
higiéniai rendszabalyok (kézmosas) és a dezinficiadlas
klasszikus modszerei természetesen nem nélkiloz-
het6k ebben a kockazati kérben sem, de figyelmet
érdemes forditani a spOra-inaktivalas innovativ, (j
modszereire, példaul az atmoszferikus hideg plaz-
maval torténd fertétlenitési metodikara is (16), (17).

5. Vizsgalati szempontok

A molekularis biolégiai metodikak, f6ként a polimeraz
lancreakcioét (PCR) alkalmazé ,ribotyping” az emberi
és dllati eredet(i mintak fontos vizsgalati terilete (2).
A tenyésztéses maddszerek kezdeti alkalmazasainak
nehézségére a baktérium elsd elnevezése (Bacillus
difficilis) is utal. Ma mar azonban - legalabbis a kli-
nikai mikrobiolégia gyakorlatidban - a kilonféle sze-
lektiv taptalajok hasznalatat és egyéb mas megol-
dasokat szamos kereskedelmi készitmény és eszkoz
szolgélja, még ha koltségesek is (2). A tenyészeteinek
jellegzetes szaguk van, és UV fluoreszcenciat mutat-

nak. A toxin(ok) kimutatasara enzim immunoassay
(EIA) médszerek és immunkromatografian alapul6
tesztek hasznalatosak. A glutamat-dehidrogenaz
(GDH) metabolikus enzim kimutatasa azoknak a la-
boratériumoknak ajanlott, amelyek nincsenek felké-
szllve molekularis diagnosztikai mdédszerek hasz-
nalatara. A GDH-t a Clostridium difficile tdrzsei nagy
mennyiségben képzik, de az enzim kimutatdsa csak
szlir6vizsgalatra hasznalhaté, mert egy masik bakté-
rium, a Clostridium sordelli is termeli. A viszonylag
olcs6 GDH teszt pozitivitAsa esetén ezért a C.diffici-
le jelenlétét mas modszerekkel meg kell erésiteni. A
negativ szlr@vizsgalati eredményt is nagy informacio
értéklnek tekintik a klinikai mikrobiol6giaban. Olyan
gyari készitmények is forgalomban vannak, amelyek
kombinaljak a GDH- és a toxinkimutatast. Az élel-
miszer-biztonsagi kockazatbecslés céljara azonban
még sokiranyl kutatas és szabvanyositott, 6sszeha-
sonlithaté modszerek kidolgozasa, elfogadasa és al-
kalmazasa lenne sziikséges. A genomikai és a rend-
szerbiolégiai szemléletnek az elterjedése (18) ilyen
értelemben is fontos kihivassa valik a XXI. szazad
élelmiszer-mikrobiologusai szamara.
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1.Summary

When the gut microbiota is damaged by antibiotics, life-
threatening inflammation of the colon can be caused
in persons with a weakened immune system by highly
virulent strains of Clostridium difficile, an anaerobic spore-
forming and polypeptide toxin producing bacterium. C.
difficile infection (CDI) has become an epidemic problem
of paramount importance in hospitals. In the present
paper, surveying relevant recent literature, attention is
called to the problem that this pathogen can potentionally
zoonotic and might be transmitted with foods. Although
there are no proven cases of foodborne CDI, strains of
epidemiological importance of the bacteria have been
isolated from different foods more or less frequently
in recent years. Molecular diagnostic methods are
employed successfully in clinical microbiological practice.
However, for food safety purposes, multifaceted research
is still necessary, as well as the development, adoption
and implementation of analytical methods that can be
standardized.

2. Introduction

Clostridium difficile is an anaerobic spore-forming and
polypeptide toxin producing bacterium that has been
an epidemiological problem of paramount importance in
Hungarian hospitals as well, since the turn of the millennium
(1), (2). The reason for this is the spreading of its highly
virulent strains first in North America and then, shortly
afterwards, in Europe. Infection occurs when the ,normal”
gut microbiota is damaged (3), due to, for instance, the
use of antibiotics. Symptoms of the illness range from
mild diarrhea to life-threatening pseudomembranous
colitis. Advanced age and a weakened immune system
are especially important risk factors. These factors can
cause a particularly important problem in societies with
aging populations. However, a smaller or larger fraction
of the population is a ,carrier” of the bacterium, free of
clinical symptoms. Nontoxigenic strains of it are also
widespread in nature.

The importance of this ,new” pathogen from afood safety
point of view is demonstrated by the potential problem
of fact Clostridium difficile is also investigated by experts
of the European Food Safety Authority (EFSA; Dr. Maria
Szeitzne Szabo, personal communication). It is especially
important to consider that the most virulent PCR ribotypes
(027 and 078) are the onew that are isolated from foods
most frequently. By this time, Clostridium difficile infection
(CDI) has become global in nature, a public health and
economic challenge similar to infections caused by
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Therefore, we consider it appropriate to draw the attention

of the readers of this journal to the subject indicated in the
title of the article, and in the next section a short overview
of relevant recent literature is given. This review is based
mostly on studies published by Rodriguez-Palacios et al.
(4), (5) and Doyle (6).

3. Brief historical overview

This bacterium was first isolated in 1935, but for many
years it was considered a member of children’s gut
microbiota with no human pathogenicity. It was only
determined in the mid-1970s, after the use of antibiotics
had become widespread, that it could cause an infection
when proliferating in the ,gut flora” damaged by
antibiotics. In the last decades of the 20th century it was
still in question whether C. difficile can be transmitted by
foods (5). Clostridium difficile was first isolated from foods
in 1996, almost as an aside, from vacuum packaged
ground beef and pork samples that perished during
refrigerated storage (7). However, it became evident in the
last two deacdes that the main reservoirs of C. difficile
are the intestinal tracts of humans and warm-blooded
animals. It seems that, becuase of its slow growth and its
low proliferation competitiveness, it does not play a role in
a healthy intestinal tract, however, any disturbance to the
gut microbiota by antibiotics, or a disuption of the balance
of the microbiota due to other factors, can cause CDI in
sensitive individuals.

4. Food safety aspects

Contrary to medical literature, publication related to C.
difficile only rarely found in food micobiology and food
science literature, but the ones so far already show that it is
a pathogen, not given the proper attention previously, that
is potentially zoonotic in nature and can be transmitted
by foods (8). Although there are no known cases of
directly food-induced CDI, it cannot be excluded that
non-hospital environment and especially foods of animal
origin, contaminated with the bacterium, can become
sources of C. difficile infections (4). Since 2006, its strains
of epidemiological importance have been isolated from
various foods, especially from smaller and larger fractions
of retail samples of meats and meat products (9), (10),
mainly in Canada and the USA. However, Clostridium
difficile was also isolated from plant products (11). It
seems that it occurs in foods in Europe less frequently
than it does in North America.

Growth temperature range of the bacterium is between 25
and 45 °C, with the optimal temperature being between
30 and 37 °C. Because of its spores, it can survive as an
environmental contaminant for a long time. Although in
terms of canned food technology its spores do not appear
to be especially heat resistant compared to other spore-
forming species, they are not inactivated sufficiently under
normal household cooking conditions (12). There is still a
lack of information on the stability of C. difficile toxins,
especially in the presence of food ingredients (6).

It is disputed how effective protection probiotics
(lactobacilli, bifidobacteria, etc.) provide against CDI (13),
(14), (15). Naturaly, basic hygiene measures (handwashing)
and classical methods of disinfection cannot be avoided
by people at risk, but it is also worthwhile to pay attention
to new, innovative methods of spore inactivation, such as
cold atmospheric plasma disinfection (16), (17).
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5. Analytical aspects

Molecular biological methodologies, especially
Jfibotyping” by polymerase chain reaction (PCR), are
an important area of analysis for samples of human and
animal origin (2). Difficulties of the initial application of
culturing methods is indicated by the first name of the
bacterium (Bacillus difficilis). These days, however, at
least in the practice of clinical microbiology, the use of
selective media and other solutions are aided by several
commercial products and instruments, even though these
are quite costly (2).

Its cultures have a characteristic odor, and show UV
fluorescence. To detect thetoxin(s), enzyme immunoassay
(EIA) methods and tests based on immunochromatography
are used. Detection of the metabolic enzyme glutamate
dehydrogenase (GDH) is recommended for laboratories
that are not equipped for the use of molecular diagnostics

methods. GDH is produced by the strains of Clostridium
difficile in large quantities, but detection of the enzyme
can be used only for screening, because it is also
produced by another bacterium, Clostridium sordelli.
Therefore, the presence of C. difficile has to be confirmed
by other methods, if the results of the relatively cheap
GDH test are positive. Negative screening test results
are also considered highly valuable information in clinical
microbiology.

There are also commercial products on the market
that combine GDH and toxin detection. However, for
food safety risk assessment, multifaceted research is
still necessary, as well as the development, adoption
and implementation of analytical methods that can be
standardized and compared. For food microbiologists of
the 21st century, spreading of the genomics and system
biology approach (18) will be a major challenge in this
sense as well.
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