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Abstract

Objectives: this study was undertaken to find out the role of stool culture and toxin A and B
detection in the diagnosis of AAD due to Cl.difficile. We wanted to know which of these
two methods could be the most optimal procedure in combination with toxin A detection test
to provide the most accurate diagnosis among hosptalized patients. An evaluation of the

riskfactors and current treatment at our hospital was also performed.

Methods: Over a period of 14 months, 767 liquid or semi-liquid faecal samples from
hospitalized patients suspected for CDAD were collected. All samples were tested with
Toxin A/B test by ELISA (Meridian Bioscience), and cultured on cycloserin cefoxitim
fructose agar stored anerobically. Colonies were idientified by standard laboratory
techniques, and further tested with toxin A/B test and toxin A test (Oxoid) to confirm their

toxigenicity, and the presence of toxin A negative/toxin B positive strains.

Results: A total of 65 samples from 46 patients tested positive using the Toxin A/B test, and
26 were positive on culture. All 26 colonies were toxin-producing. Twentythree of the
samples were positive on all 3 tests. Interestingly 13 (20%) samples were Toxin A/B
positive and Toxin A negative, indicating the presence of toxin A-/B+ strains of Cl.diff.

Three patients recieved no antibiotics but chemotherapy prior to infection.

Conclusion: Detection of Cl.diff. by culture did not prove to be a sensitive method in our
study, obviously due to poor sending and storing techniques of samples, prior to application
on agar. Toxin A/B test could be important in identifying toxin A-/B positive strains of
CLdiff. A relativly large proportion of patients recieved meropenem prior to infection, an
antibiotic not widley used in CDAD, but increasingly administered at our hospital.
Conservative and specific use of antibiotics in correct dosages should always be employed,
and should decrease the incidence of AAD and thereby CDAD.
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1. Introduksjon

Clostridium difficile (Cl.dif.) er en anaerob, spore-dannende stavformet bakterie, som finnes
i jord og i tarmen hos mennesker og dyr [1]. Bakterien er hos mennesket den vanligste
arsaken til antibiotika assosiert diare [2, 3]. De fleste pasienter med Cl.dif. infeksjon har
nylig brukt antibiotika, oftest cefalosporiner, clindamycin eller bredpsektrede penicilliner
[4]. Kjemoterapi er ogsa en viktig risikofaktor, likeledes hgy alder og lang sykehusopphold
[5]. Symptomene kan variere fra lgs avfaring til en alvorlig pseudomembrangs kolitt med
toksisk megacolon [6, 7]. Pseudomembrangs colitt er en tilstand med hgy dedelighet. Det er
rapportert en mortalitetsrate pa opp til 25% hos eldre pasienter med Cl.dif. infeksjon, og 10-
30% hos pasienter som utvikler pseudomembrangs kolitt [8]. Siden oppdagelsen i 1935 av
ClL.dif. av Hall O’Toole [9], har denne bakterien veert gjenstand for en rekke studier. Det var
farst og fremst assosiasjonen mellom antibiotika bruk og pseudomembrangs kolitt som satte
sgkelyset pa bakteriens virulensfaktorer [10,11]. Bakterien produserer to klinisk viktige
toksiner: toksin A og toksin B [12-14]. Toksin A er et potent eksotoksin med
vevsgdeleggende og cytotoksisk virkning. Toksin B regnes a vare 1000 ganger mer
cytotoksisk enn toksin A. | fglge publiserte teorier skal disse toksinene virke synergistisk
[15]. I midlertidig har en ogsa oppdaget toksin A negative (A-) /toksin B positive (B+) arter,
som gir den samme symptomatologien som toksin A+/B+ arter forarsaker. Dette indikerer
ngdvendigheten av bruk av diagnostiske tester som ikke bare paviser toksin A, men ogsa det
uavhengige toksin B [3]. Dette er spesielt vesentlig hos barn med inflammatorisk
tarmsykdom, hvor arsaken til Cl.dif assosiert diaré i stor andel utgjgres av toksin B

produserende (toksin A negative) stammer [16].

Det finnes i dag flere metoder som kan hjelpe oss i diagnostikken av Cl.dif. assosiert
sykdom: dyrkning, toksin pavisning (toksin A, B eller A+B), pavisning av toksinets DNA,
og kolonoskopi [3, 6, 17]. Gullstandarden regnes i dag for & vaere dyrkning med
toksinpavisning (cellculture cytotoxin assay). | midlertidig er denne testen dyr og

tidkrevende, og utfares bare ved stagrre sykehus pa verdensbasis.

Ved Rikshospitalet i Oslo ble det inntil sommer av 2004 kun testet pa toksin A i faeces ved
spgrsmal om CI.dif. infeksjon. Sensitiviteten ved denne testen er begrenset (ca. 50% [18]),

og den kan gke ved & samtidig utfere andre diagnostiske tester som dyrkning og toksin A+B



test. Malet med dette prosjektet var a sammenligne to diagnostiske metoder for pavisning av
Cl.dif. infeksjon. Vi vil i denne studien undersgke om det er toksin A+B test eller dyrkning
(med etterfglgende toksin A+B test av suspekte kolonier) som identifiserer flest syke, og
dermed egner seg til en eventuell fremtidig kombinasjon med toksin A test i diagnostikken
av Cl.difficile-assosiert sykdom. Det ble ogsa utfert toksin A test pa toksin A+B positive

prgver for & undersgke forekomsten av rene toksin B positive stammer.



2. Materiale og Metoder

Studien ble utfgrt ved Institutt for Mikrobiologi ved Rikshospitalet i perioden 15. november
2004 til 15. januar 2006. Alle avfaringspragver hvor det ble rekvirert Cl.dif. toksiner ble
inkludert i studien, bortsett fra pasienter under 18 maneder, og dersom avfaring var formet

ved ankomst til laboratoriet.

Avfgringspragvene ble oppbevart i kjgleskap ved 4 grader celsius i sterile beholdere.
Analysene ble utfert mandag, onsdag og fredag hver uke. Analysemetodene vi benyttet var
1) CI. dif. immunocard toksin A test ved ELISA (Oxoid Fisher Scientific International,
Hampshire), 2) Cl.dif. immunocard toksin A og B test ved EIA (Meridian Bioscience,
Europe), og 3) dyrkning pa selektiv Cl. dif. medium (=CCFA spesialmedium: cycloserin,
cefoxitim, fructose agar). Alle pravene ble testet for toksin A+B og dyrket anaerobt. Prgvene

som ble funnet positive for toksin A+B ble sa testet for toksin A.
A) toksintester:

Immunocard toksin A+B test er en rask, kvalitativ, horisontal-flow enzyme immunoassay
(EIA) for pavisning av Cl.dif. toksin A og B i human faces, og ble utfart etter produsentens
instrukser. Faecesprgven blandes med en opplgsningsveeske, og et enzyme-konjugat som
inneholder antistoffer mot toksin A og B. Blandingen innkuberes i 5 min. Toksin-antistoffer
I konjugatet vil binde seg til toksin A og B om de er tilstede. Deretter overfares noe av denne
blandingen til to brgnner, henholdsvis en kontrollbrgnn og en testbrenn. Dette innkuberes
for ytterligere 5 min ved 20-26 grader celsius. Toksin-antistoff komplekset separeres sa fra
resten av prgvematerialet, idet prgven vandrer langs reaksjonsmembranen mot immobiliserte
anti-toksin antistoffer i resultat- og kontrollbrennene pa den andre siden av testkortet.
Dermed vil toksin-antistoff komplekset felles. Begge brgnnene vaskes og tilferes et ”substrat
reagens” som skal virke i 5 min fgr avlesning av testresultatet. Dette reagenset bindes til det
utfelte toksin-antistoff komplekset, og danner en bla farge. Ved positiv test (toksin A
og/eller toksin B positiv stamme) skal begge resultatbrennene bli bla. Ved negativ test er det

kun kontrollbrgnnen som blir bla, som indikasjon pa teknisk riktig utfart test.

Immunocard toksin A-test er en rask, kvalitativ enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) for pavisning av CI. dif. toksin A i human avfering. En prgve av faeces blandes med



en opplasningsvaske og sentrifugeres i 10 minutter. Deretter overfgres noe av supernatanten
til brennen pa testkortet. Er toksin A tilstedet i praven, vil spesifikke toksin A antistoffer
merket med bla latexpartikler binde seg til toksin A, og vandre langs teststrimmelen. Dette
komplekset vil deretter felles av immobiliserte anti-toksin A antistoffer under resultat
vinduet, og en bla stripe dannes. Dette indikerer et positivt resultat, altsa tilstedeveerelse av
toksin A produserende stamme. Ved fraveer av toksin A i prgven vil det ikke dannes
komplekser og stripen dannes ikke. En bla kontrollstripe ber alltid veere synlig i

kontrollvinduet som bekreftelse pa riktig gjennomfart test.
B) Dyrkning

Alle avfagringsprevene som ble inkludert i studien ble dyrket pa anaerobiserte CCFA-skal.
Disse skalene inneholder CI.dif. agar, som er et naringsrikt medium som inneholder
defribrinert hesteblod, peptoner og fruktose. For & gjgre mediet selektivt er det tilsatt D-
cycloserin og cefoxitin. Derved hemmes Enterobacteriaceae, enterokokker, stafylokokker,
gram-negative anaerobe staver samt andre Clostridium-arter enn CI.dif. Etter utsad ble
skalene inkubert anaerobt i totalt 72 timer, og avlest etter 48- og 72 timer. Suspekte kolonier
ble identifisert som CI. Difficile pa bakgrunn av koloniutseende, lukt, enzymaktivitet,
metronidazol-fglsomhet og mikroskopi. Endelig ble koloniene testet pa toksin A+B

(Meridian Bioscience, Europe).

Retrospektivt ble journalopplysninger fra pasienter som testet positivt ved minst en av disse
testene studert med vekt pa fglgende variabler: kjgnn, alder, sykehusavdeling, risikofaktorer,

symptomer og behandling.



3. Resultater

Studien inkluderer journalgjennomgang av Cl.dif. positive pasienter diagnostisert i var
studieperiode. Det var totalt 46 pasienter hvis avfaring ble analysert, og totalt 65
avfaringspraver som var positive ved en eller flere tester. Altsa ble det analysert 19 positive
avfaringsprever som var fra pasienter med tidl. diagnostisert Cl.dif. infeksjon.
Journalopplysninger av én pasient var ikke tilgjengelig. Det er derfor 45 journaler som er

lagt til grunn i vurderingen av den kliniske delen av dette studiet.

Av 767 avfaringspraver som ble innsendt til undersgkelse, var 702 (91,5%) negative pa alle
3 tester, 0g 65 (8,5%) positive ved minst en av de tre testmetodene (se tabell 1). Sekstifem
(8,5%) var sikre toksin A+B positive og 8 (1,5%) usikre. Ved dyrkning var det oppvekst av
ClLdif. i 26 (3,4%) av de til sammen 767 avfaringsprgvene. Alle koloniene var
toksinproduserende (toksin A og/eller toksin B positive). Det foreligger ingen dyrkningssvar

pa 12 av faeces-pravene. De usikre svarene regnes som negative i den videre fremstillingen.

Av de 65 positive avfgringspravene var 23 (35,4%) pragver positive pa alle tre tester. Tjueni
(44,6%) prover var bade toksin A+B og toksin A positive, men dyrkningsnegative. 3 (4,6%)
var toksin A+B og dyrkningspositive, men toksin A negative. Ti (15,4%) var toksin A+B
pos, og toksin A- og dyrkningsnegativ (se tabell 2). Ingen av pragvene tilhgrte kategoriene
“toksin A+B neg., toksin A pos., dyrknings pos.” eller ”toksin A+B neg., toksin A neg., og
dyrkningspos. .

Av pasienter med pavist CDAD var det 26 (57,8%) kvinner. Tjue (44,4%) var over eller lik
50 ar. Det ble observert og hjertesykdom hos 11 (24,4%), og nyresykdom hos 10 (22,2%)
pasienter. Atte (2,2%) hadde leversykdom, og 7 (15,6%) hadde diabetes mellitus far de fikk
CL.dif. infeksjon.

Fartito av 45 pasienter hadde brukt antibiotika. Fjorten (33,3%) hadde fatt cefotaxim. Den
nest hyppigste arsaken til antibiotika-assosiert diare i denne studien var meropenem: 11
(26,2%) pasienter totalt. Andre antibiotika var: trimetoprim-sulfamethoxazol (6 pas.,
14,3%), ampicillin (5 pas., 11,9%), clindamycin (3 pas., 7,1%), erytromycin (2 pas., 4,8%),
og dicloxacillin (1 pas., 2,4%). Tre pasienter fikk kjemoterapi som monoterapi, far utvikling

av CL.dif. infeksjon.



Trettiseks (80%) av pasientene hadde moderat diaré (7-10 avfaringer per dag) og 9 (20%)
hadde alvorlig diaré (>10 avfaringer per dag). 20 (44,4%) av pasientene hadde i tillegg blod
og/eller slim i avfaring. Atte (17,7%) av pasientene utviklet pseudomembrangs Kolitt
diagnostisert ved kolonoskopi. | tillegg til diaré hadde 38 (84,4%) av pasientene
magesmerter som en vesentlig del av symptombildet, 31 (68,9%) hadde feber, og 12 (26,7%)

pasienter hadde kvalme og oppkast.

Tretten (33,3%) av pasientene responderte pa monoterapi med metronidazol for Cl.dif.
infeksjon, og 13 pa kombinasjonsbehandlingen metronoidazol/vankomycin. Ti (22,2 %)
hadde god respons pa vancomycin alene, 2 (4,4%) ble klinisk symptomfrie kun ved
seponering av all antibiotikabehandling, og 1 (2,2%) pasient med langvarig og terapiresistent
CL.dif. infeksjon, ble behandlet med instillering av faeces. Tre (6,7%) av pasientene dgde av
Cl.dif. infeksjon som medvirkende arsak, far en kunne vurdere eventuell behandlingseffekt.
Ytterligere 3 (6,7%) manglet journalopplysninger vedrgrende behandling for CI.dif.

infeksjonen.

Sykehusavdelingen med sterst insidens var anestesiavdelingen med til sammen 9 (20,0%)
tilfeller av Cl.difficile infiserte pasienter. Andre sykehusavdelinger med relativ stor
utbredelse var hjertemedisinsk— og nevrokirurgisk avd., hver med 7 (15,6%) tilfeller i lgpet
av studieperioden. Gastrokirurgisk- og nyremedisinsk avdeling hadde hver 5 (11,1%)
tilfeller, thoraxkirurgisk avdeling 4 (8,9%), og gastro—og lungemedisinsk avdeling hadde 3
(6,7%) tilfeller hver. Pediatrisk avdeling hadde lavest forekomst med kun 2 (4,4%) tilfeller
(se figur 1).

Tabell 1. Antall positive og negative CDIF analyser vurdert ved toksin A+B test og
dyrkning.

Tox. A+B Dyrkning med
toksin A+B

pos. test
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Positive:

Negative:

Sikre:

65

Usikre:

697

Sikre:

26

Usikre:

747
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Tabell 2. Antall positive prever vurdert ut i fra tre ulike tester: toksin A+B test,

toksin A test, og dyrkning med toksin A+B test.

Tox A+B pos. Tox A+B pos
Tox A pos. Tox A pos
Dyrkning med Dyrknings neg.:

toksin A+B pos.:

23 29

Tox A+B pos.

Tox A neg.

Dyrknings pos.:

Tox A+B pos.

Tox A neg.

Dyrknings neg:

10
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Figur 1. Forekomsten av Cl.dif. infeksjon i de ulike sykehusavdelingene

O RPN WDAMOUO N OO

anestesi hjertemed. nevro.kir gasrtokir nyremed thoraxkir gastromed lungemed pediatrisk



13

4. Diskusjon

Cellekultur cytotoksin assay regnes a vere gullstandard for pavisning av Cl. dif. i avfaring,
pga. testens hgye sensitivitet og spesifistet [19,20]. Men testen er for gvrig ikke fullt
standardisert, den er tidkrevende (inkubasjonstid pa 48 timer), og brukes ikke ved norske

laboratorier.

| lgpet at studieperioden som varte i 14 maneder ble det diagnostisert 46 tilfeller av Cl.dif.
assosiert sykdom (CDAD), noe som tilsvarer en gjennomsnittlig forekomst pa omtrent 3

tilfeller i maneden.

Av de totalt 65 positive pravene var 52 prgver positive pa bade toksin A+B testen og toksin
A testen. Imidlertid var 13 andre prgver positive pa toksin A+B testen, men negative pa
toksin A testen. Av dette kan vi dedusere at 13 (20%) av alle de positive prgvene inneholdt

rene toksin B produserende stammer.

Isolering av CI. dif. ved dyrkning har hgy sensitivitet og spesifisitet; de fleste oppgir en
sensitivitet pa omkring 98% og spesifisitet pa 93% [21,22]. Pa den andre siden krever denne
metoden en inkubasjonstid pa 48 timer, og differensierer ikke mellom toksigene og ikke-
toksigene stammer. Ved a utfare toksin A og toksin A+B test pa disse koloniene, evt. PCR,
kan en finne de laboratoriemessige toksinproduserende stammene, men dette skiller ikke
mellom en berertilstand og en in vivo toksin produksjon. Vi fikk i alt oppvekst av 26
toksigene Cl.dif. kolonier. Dette er relativt lite i forhold til antall positive ved toksin A testen
(65 tilfeller) og det som angis i litteraturen. Arsaken kan ligge flere steder. Det optimale
mediet for forsendelse er stuart-medium. Pa vart sykehus ble det benyttet sterile plast
beholdere uten tilsetningsmidler. Cl.dif. er en bakterie som krever strikt anaerobe forhold for
a overleve. Avfgringspravene ble bevart i kjgleskap i opptil 72 timer for de ble dyrket, mens

den optimale tiden angis a veere 0 timer.

Pa den andre siden blir dagens medisin stadig mer opptatt og kanskje avhengig av raske,
sensitive, ngyaktige og billige testmetoder. Disse nye toksin testene sgrger for testresultater
oppnadd innen 20-40 min etter mottatt prave, krever kun ett pravemateriale, er enkle &
gjennomfare, og kan utfgres sa raskt laboratoriet mottar prgven. Testene har dessuten hgy

spesifisitet, noe som gjer dem egnet til screeningsundersgkelser. Vi fant i tillegg at 13 (20%)
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tilfeller av CDAD skyldtes forekomsten av toksin A-/B+ stammer. Dette er relativt nytt i den
vestlige del av verden. I en studie fra Japan hadde 6% av pasientene CDAD pa grunn av
toksin A-/B+ stammer [5]. Disse stammene gir samme type symptomer som toksin A+/B+
stammer, og dette var ogsa tilfelle i var studie. Det er forelgpig ikke bekreftet om disse
stammene har andre risikofaktorer, men antydet at kjemoterapeutiske og immunosuppressive
medisiner kanskje kan gke risikoen. Blant vare pasienter var det 3 som utviklet CDAD pga.
kjemoterapi, og 2 av dem var toksin A negative. Uansett konklusjon indikerer slike funn
ngdvendigheten for bruk av metoder som ogsa kan pavise disse stammene, for eksempel
toksin A+B testen [16].

Som beskrevet i litteraturen, hadde de aller fleste av pasientene med diagnostisert CI.dif.
infeksjon brukt antibiotika. Kun 3 av 65 pasienter fikk kjemoterapi far de utviklet CDAD.
Ampicillin, cefalosporiner og aminoglykosider er velkjente arsaker til antibiotika-assosiert
diare (AAD) [23, 24, 25]. Dette korrespondere ogsa godt med vare resultater. Andre
antibiotika er fluorkinoloner, som av noen sykehus regnes som den viktigste risikofaktoren
[26]. Det oppsiktvekkende i denne studien var i midlertidig meropenem som hyppig arsak til
AAD: 26,2% av pasientene med AAD fikk meropenem i monoterapi og ble infisert med
Cl.dif. Arsaken til denne observasjonen kan veere sparsom bruk av meropenemer i resten av
verden. Uansett er det pa dette sykehuset observert en tendens til gkende bruk av denne

typen antibiotika.

Moderat diaré, feber og magesmerter er viktige symptomer pa CDAD, mens alvorlig diare,
oppkast og avfering med eller uten blod/ slim varierer med alvorlighetsgrad. Det er lite
sannsynlig at en pasient under antibiotika behandling har CDAD, om vedkommende
samtidig ikke har moderat mengde diaré eller magesmerter [27]. Thompson et al. [28]
rapporterte feber, magesmerter og abdominal distensjon som de predominante symptomer.
Andre studier har ogsa oppgitt tempertaurer over 37,8 og slim i avfaring som signifikante

prediktorer for Cl.dif. infeksjon. Dette korresponderer godt med vare observasjoner.

Behandling for CDAD er metronidazol og vankomycin; 92,3% av vare pasienter responderte

pa metronidazol eller vankomycin som monoterapi, eller i kombinasjon.

Cl. Difficile assosiert diare (CDAD) er hyppigst observert blant hospitaliserte pasienter over
50 ar som har brukt antibiotika [29]. Imidlertid var 44,4% av pasientene i var studie 50 ar

eller eldre. Vurdering av varighet av sykehusopphold som risikofaktor for CDAD, oppgis
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ulikt fra studie til studie [30, 31]. Albumin niva under 3 g/dL og bruk av syrepumpehemmere
er to andre viktige risikofaktorer for CDAD [31]. Disse parametrene ble ikke studert i var

studie.

Hos oss gav dyrkning ingen gevinst — sannsynligvis pa grunn av svikt i forsendelse og
oppbevaring far utseed. A+B testen kan veaere viktig for identifiseringen av toksin A-/B+
stammer. Klinisk var funnene som antatt, men med relativ stor andel pasienter behandlet
med meropenem. Prinsippet med & behandle med spesifikke antibiotika og i riktig dosering

ma aldri undervurderes
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