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C. difficile …. Il microrganismo

• Caratteristiche generali:
– Gram-positivo
– Anaerobio
– Sporigeno
– Morfologia: Bacillo
– Causa la Colite 

Pseudomembranosa
– Batterio Commensale
– Resistente alla maggior parte degli 

antibiotici 
– Produce Citotossine e 

Enterotossine

• Habitats
– Tratto Gastrointestinale 

degli uomini e degli animali 
– Suolo, terreno, terra
– Sedimenti marini



Sunenshine and McDonald, Cleveland Clin. J. Med., Feb 2006Sunenshine and McDonald, Cleveland Clin. J. Med., Feb 2006







• Enterotoxin:
– Toxin A
– Protein toxin released by C. 

difficile in the lower Intestine 
– Frequently cytotoxic 
– Alters the permeability of the 

epithelial cells of the intestinal 
wall. 

– Pore forming toxins, secreted by 
bacteria, form pores in cell 
membranes causing cells death. 

• Cytotoxin:
– Toxin B
– Associated with Inflammation 

C. difficile Toxins Produced



Pseudomembranous Colitis



Host Relationship
Disturbed colonic microfloraDisturbed colonic microflora

↓↓

C. difficileC. difficile exposure & colonizeexposure & colonize

↓↓

Toxin A & BToxin A & B

↓↓

Diarrhea & colitisDiarrhea & colitis



Quadro epidemiologico
prima del 2000 la diarrea associata a Clostridium difficile era considerata una malattia 

fastidiosa, piuttosto che una importante patologia infettiva!!!



Quadro epidemiologico
successivamente al 2000 lo scenario cambia radicalmente!!!



I determinanti del nuovo quadro epidemiologico!!!
� In Canada, in concomitanza con 
l’epidemia manifestatasi all’inizio degli 
anni 2000, viene isolato un nuovo ceppo 
ipervirulento identificato con la sigla 
NAPi(PFGE) o o27(ribotiping), 
appartenente al tossinotipo III. Il ceppo 
iperproduce entrambe le tossine a causa 
di una mutazione (delezione) del gene 
regolatore tdcC e possiede, analogamente 
ad altri Clostridi, una tossina binaria, la cui 
azione non è attualmente nota. E’ inoltre 
resistente ai nuovi fluorochinoloni attivi 
sugli anaerobi;

� Dal Canada, il ceppo diffonde negli 
USA (8 epidemie in ospedali di 6 stati 
diversi) e in numerosi paesi europei, dove 
si registrano sia infezioni a carattere 
epidemico (Inghilterra, Galles, Scozia, 
Irlanda, Belgio, Francia, Germania, 
Olanda, Svizzera, Danimarca) che casi 
sporadici (Austria, Polonia, Spagna);



I determinanti del nuovo quadro epidemiologico!!!

� A partire dal 2008 si verificano i primi casi di infezioni da CD
ribotipo 027 in Australia, Corea del sud, Hong Kong e 

Costarica e ciò fa temere la possibile generale diffusione di 
questo ceppo ipervirulento.



I determinanti del nuovo quadro epidemiologico!!!

� In questi stessi anni in alcuni 
Paesi europei viene isolato un 
nuovo ceppo ipervirulento, ribotipo 
078, che agisce con un analogo 
meccanismo di iperproduzione di 
tossine;

� In Italia la comparsa di ceppi di 
C.difficile o27 e o78 è stata 
segnalata per la prima volta nel 
corso del 2008;



I determinanti del nuovo quadro epidemiologico!!!
� Il riscontro in ambito veterinario di 
ceppi ipervirulenti nel bestiame 
(bovini, suini) e negli animali 
domestici (cani, gatti) potrebbe 
indicare la presenza di un reservoir 
che alimenta i sempre più frequenti 
casi di origine comunitaria. Una 
delle connotazioni recenti della 
nuova pandemia è infatti l’alta 
incidenza di casi di origine 
coumunitaria (da meno di 1 
caso/100.000 persone nel 1999 a 
oltre 22 casi nel 2004) che si 
manifestano, a volte con carattere di 
notevole gravità, anche in soggetti 
privi dei noti fattori di rischio per 
l’infezione, compresi bambini di età
inferiore ai due anni, adulti giovani e 
puerpere;



I determinanti del nuovo quadro epidemiologico!!!

� Un recente report di sorveglianza 
effettuato in baviera nel periodo 
2000-2006 evidenzia una forte 
correlazione tra aumentato impiego 
di ciprofloxacina sul territorio, 
soprattutto nel trattamento di 
infezioni delle vie urinarie, e casi 
diagnosticati di CDI di tipo 
comunitario.



Indigenous microflora of colonIndigenous microflora of colon

1 trillion bacteria per gram!1 trillion bacteria per gram!







Diagnosi di Infezione da 
Clostridium difficile
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Diagnosi di LaboratorioDiagnosi di Laboratorio
• Ricerca della tossina B mediante coltura di 

tessuti (Tissue Colture Cytotoxin Assay, 
TCCA): ritenuta il gold standard;

• Ricerca del cosiddetto antigene comune 
(glutammato deidrogenasi – GDH);

• Ricerca delle tossine A e B (EIA/IC);

• Coltura per C. difficile;
• Amplificazione degli acidi nucleici (NAT)



Diagnosi di LaboratorioDiagnosi di Laboratorio



I LIMITI DELLA DIAGNOSI DI I LIMITI DELLA DIAGNOSI DI 
LABORATORIOLABORATORIO

The Lancet, 2008



I LIMITI DELLA DIAGNOSI DI I LIMITI DELLA DIAGNOSI DI 
LABORATORIOLABORATORIO

Study Ref.Study Ref. N. samplesN. samples SensitivitySensitivity SpecificitySpecificity

Tenover  et al 2010 2296 60% 95%

Novak-Weekly et al 2010 432 58% 95%

Swindells et al 2010 150 53-73% 100%

Eastwood et al 2009 600 77% 95%

Knetsch et al 2010 377 67% 95%

Stamper et al 2009 285 64% 96%

Babady et al 2010 45 57% 95%

TOXINS EIAs assays



I NUOVI TESTS PER LA I NUOVI TESTS PER LA 
DIAGNOSI DI LABORATORIODIAGNOSI DI LABORATORIO

GDH EIAGDH EIA

HIGH SENSITIVITY 

HIGH NPV

> 95%

NAAT NAAT 

DNA amplification

(PCR or LAMP)

targeting TOXINS 
GENES

HIGH SENSITIVITY 

& 

SPECIFICITY



Le Linee Guida raccomandano lLe Linee Guida raccomandano l ’’utilizzo di tecniche piutilizzo di tecniche pi ùù sensibili sensibili 
anche suggerendo lanche suggerendo l ’’uso di test di combinazioneuso di test di combinazione



Le Linee Guida raccomandano lLe Linee Guida raccomandano l ’’utilizzo di tecniche piutilizzo di tecniche pi ùù sensibili sensibili 
anche suggerendo lanche suggerendo l ’’uso di test di combinazioneuso di test di combinazione



• Toxin A/B EIA for C.difficile diagnosis is insensitive
– no longer recommended as a stand alone test

• GDH  antigen assays are good screening tests for CDI
– High sensitivity and High NPV

• Positive GDH assay results must be confirmed with TC or N AAT
• Laboratories can also use a NAAT to detect C.difficile

toxin genes as a stand alone diagnostic test

• Test only patients with > 3 non-formed stool in 24h (unless obstruction suspected)

• Do not test for a cure!
• Do not repeat testing if negative!
• If a 2 or 3 step algorithm is used, preliminary reports indicating the result of the GDH are

likely to be misleading.
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ASM GDH Screen Algorithm (A)



ASM GDH-Toxin A/B combo algorithm (B)



ASM NAAT Stand alone test (C)



� La diagnosi si basa sulla ricerca nelle feci di C.difficile e/o di suoi antigeni, 

tossine o acidi nucleici. La ricerca di indici di reazione infiammatoria nelle feci 

(leucociti, lattoferrina) è spesso positiva, ma non è patognomonica di 

infezione da C.difficile 

� …alcuni sistemi proposti di recente in commercio che utilizzano la tecnica 

LAMP hanno costi unitari paragonabili ai migliori sistemi in IC per la ricerca 

combinata di GDH e tossine 

� Una revisione dei principali sistemi presenti in commercio per la rilevazione 

delle tossine di C.difficile con metodi immunometrici (EIA/IC) giunge alle 

seguenti conclusioni:

� nessuno di essi è idoneo come unico test per la diagnosi di laboratorio 

di infezioni da C.difficile (proposto algoritmo)

� è probabile che solo i nuovi test NAT soddisfino tale requisito.

Prevenzione e Controllo delle Infezioni da C.difficile

OTTOBRE 2011



l’algoritmo diagnostico che … sembra essere attualmente l’approccio più
razionale alla diagnosi microbiologica di CDI è: 

Prevenzione e Controllo delle Infezioni da C.difficile
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Prevenzione e Controllo delle Infezioni da C.difficile



Prevenzione e Controllo delle Infezioni da C.difficile



Prevenzione e Controllo delle Infezioni da C.difficile



NAAT tests can be as much as twice as sensitive as enzyme immunoassays 

and can detect CDI more accurately 

when used in populations with an appropriate pretes t probability

(i.e., patients with more than three unformed stools in a 24-hour period without an identified cause) 

To prevent transmission of C. difficile, 
early detection and isolation of patients with CDI is essential

NO REPEATED TESTS

BETTER PATIENT MANAGMENT












