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SUMMARY

Objectives. The aim of our study was to evaluate the LIAISON® system for the detection of GDH of C. difficile
by comparing the results with those obtained with the our routine EIA test, from both of unselected samples
and selected samples according to the Bristol scale for stool consistency.

Study Design. We examined | 14 unselected stool samples (Group |) and 104 selected samples according to
the Bristol scale (type 4-7: Group 2) for the detection of GDH with enzyme immunoassay (EIA) and
chemiluminescence LIAISON® system. In case of positivity for one or both tests toxins A and B were searched,
with EIA, and, in case of negativity of the toxins, the test of gene amplification for the search of the locus of
pathogenicity for toxins A and B was performed.

Results. In Group |, sixteen samples were positive for both tests for GDH, 93 negative for both tests, and five
discordant (three EIA positive and LIAISON® negative; two EIA negative and LIAISON® positive): total
concordance between the two methods: 95.6%. Of the five discordant samples, all were toxin A & B negative, of
these only one was positive to molecular biology.

In Group 2, fifteen samples were positive for both tests for GDH, 89 negative for both tests and no discordant:
total concordance between the two methods: 100%.

Conclusions. Our data indicate a perfect correlation between LIAISON® and EIA, when samples are chosen
according to stool consistency at least grade 4 of the Bristol scale. The possibility to use an automatic and fast

system, like LIAISON?®, also allows an optimization of workflows.

INTRODUZIONE

C. difficile ¢ il piu comune agente eziologico di
diarrea associata ad antibiotici e rappresenta un
importante causa d’infezione nosocomiale in tutto
il mondo (5, 10). I cambiamenti della flora intesti-
nale associata all’utilizzo di antibiotici possono,
infatti, favorire la colonizzazione da C. difficile, la
cui percentuale, nei pazienti ospedalizzati, puo
raggiungere il 26% (4, 7). Il quadro clinico ¢ lega-
to alla produzione di enterotossine A e B, respon-
sabili del danneggiamento della mucosa intestina-
le. La sintomatologia varia da una forma benigna
autolimitante di diarrea acquosa ad una forma piu
grave di colite pseudomembranosa e megacolon
tossico (5). I ceppi che non sono portatori dei geni
della tossina A e B sono considerati non patogeni.
Per la diagnosi di laboratorio esistono test per la
ricerca nelle feci dell’antigene comune (glutam-
mato deidrogenasi: GDH) prodotta da tutti i ceppi
(9) e test per la ricerca delle tossine A e B. Per I'i-
dentificazione dei ceppi tossinogenici sono dispo-
nibili test di amplificazione genica per il rileva-
mento del locus di patogenicita codificante per le
tossine A e B (6, 8). Sono stati proposti diversi iter

diagnostici combinando sequenzialmente 1 vari
test a disposizione (1-3). Uno di questi (1), in uso
presso il nostro Centro prevede, come screening,
la ricerca dell’antigene GDH e, in caso di positi-
vita, la ricerca delle tossine A ¢ B. In caso di nega-
tivita delle tossine, ¢ previsto un test di amplifica-
zione genica per la ricerca del locus di patogeni-
cita per le tossine A e B.

Le linee guida (1-3) concordano nell’indicare la
ricerca del C. difficile solo in feci non formate
(tranne in pazienti con megacolon tossico) e i
campioni di feci non idonee dovrebbero essere
rifiutate dal Laboratorio, ma tale pratica non ¢
ancora universalmente adottata.

La recente commercializzazione di un sistema in
chemiluminescenza completamente automatizza-
to dalla ditta DiaSorin per la ricerca del GDH ha
comportato la possibilita di eseguire i test su
numeri consistenti di campioni in poco tempo.
Scopo del nostro lavoro ¢ stato quello di valutare
i risultati ottenuti con questo nuovo sistema e con-
frontarli con quelli ottenuti con il test di routine
attualmente in uso presso la nostra Unita
Operativa, sia su campioni di feci non selezionati
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che selezionati secondo la scala di Bristol.

MATERIALI E METODI

Gruppo 1: Tra giugno e luglio 2012 sono perve-
nuti sequenzialmente 114 campioni di feci appar-
tenenti a 90 pazienti interni e 24 pazienti esterni
(52 maschi e 62 femmine; eta media 70.5 anni,
range 18-91), inviate per la ricerca del C. difficile.
Su tutti campioni, senza valutazione della consi-
stenza delle feci, sono stati eseguiti in contempo-
ranea il nostro test di routine per la ricerca del
GDH con metodica immunoenzimatica (EIA)
(PREMIER C. difficile GDH, Meridian
Bioscience, Cincinnati, USA) e il sistema in che-
miluminescenza LIAISON® (C. difficile GDH,
DiaSorin, Saluggia, Italy). In caso di discordanza,
entrambi 1 test sono stati ripetuti (retest). In caso
di positivita per uno o entrambi i test sono state
ricercate, con metodica EIA, le tossine A ¢ B
(ImmunoCard Toxins A&B, Meridian Bioscience,
Cincinnati, USA) e, in caso di negativita delle tos-
sine, ¢ stato eseguito il test di amplificazione geni-
ca per la ricerca del locus di patogenicita per le
tossine A ¢ B (Illumigene C. difficile, Meridian
Bioscience, Cincinnati, USA).

Gruppo 2: Tra dicembre 2012 e marzo 2013 sono
stati esaminati con entrambi i metodi per la ricer-
ca di GDH, 104 campioni appartenenti a 66
pazienti interni e 38 pazienti esterni (32 maschi e
72 femmine; eta media 70.9 anni, range 16-99)
pervenuti sequenzialmente, ma selezionati in base
alla scala di Bristol (considerando solo i campio-
ni con tipo da 4 a 7). In caso di discordanza tra i
due test di screening e positivita ad uno o entram-
bi 1 test ¢ stato utilizzato il protocollo impiegato
per il gruppo 1.

RISULTATI

Gruppo 1: 16 campioni (14.0%; 95% CI: 7.63-
20.37) sono risultati positivi ad entrambi i test per
GDH, 93 negativi (81.6%; 95% CI: 74.49-88.71)
ad entrambi i test ¢ 5 discordanti (4.4%; 95% CI:
0.64-8.16) dopo il retest (Tabella 1). Concordanza
totale tra i due sistemi: 95.6% (95% CI: 91.83-
99.36). I risultati dei test aggiuntivi per i campio-
ni concordanti ai due test per il GDH sono ripor-
tati in tabella 2 e per i campioni discordanti in
tabella 3.

La consistenza dei campioni discordanti era semi-
solida nei primi 4 casi e solida nel 5° caso.

Dal punto di vista clinico il caso N°1 dei discor-
danti aveva un’infezione da Adenovirus con posi-
tivita degli antigeni nelle feci, mentre del caso
N°2 (paziente esterno) non si hanno notizie ulte-
riori oltre alla richiesta dell’esame in sospetta
gastroenterite. Il caso N°3 si riferisce a un pazien-
te ricoverato nel reparto di Medicina generale i cui
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campioni prelevati nei giorni precedenti il cam-
pione in studio erano risultati positivi alle tossine
o alla biologia molecolare (Tabella 4). Il caso N°4
si riferisce a un paziente con vari ricoveri in vari
reparti dell’Ospedale e con presenza di tossina
positiva in campioni prelevati in tempi precedenti
0 successivi rispetto al campione in studio
(Tabella 5). I1 caso N°5 si riferisce a un paziente
ricoverato nel reparto di Medicina d’Urgenza con
assenza di tossina, ma con biologia molecolare
positiva nel campione in studio. Tale risultato si ¢
confermato anche nei campioni prelevati nei gior-
ni successivi (Tabella 6). Il campione presentava
feci formate (2 alla scala di Bristol), ma proveni-
va da un paziente senza magacolon tossico.
Gruppo 2: 15 campioni (14.4%; 95% CI: 7.65-
21.15) sono risultati positivi ad entrambi i test per
GDH, 89 negativi (85.6%; 95% CI: 78.85-92.35)
ad entrambi i test e nessun discordante dopo il
retest: concordanza tra positivi, tra negativi e tota-
le tra i due sistemi: 100%. I risultati dei test
aggiuntivi sono riportati in tabella 7. In tabella 8
sono riportate le positivita al GDH (concordanti
ad entrambi i metodi) e i relativi test aggiuntivi in
relazione alla scala di Bristol (differenze statisti-
camente non significative con test esatto di
Fisher).

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Dai nostri dati risulta una ottima concordanza dei
risultati tra LIAISON® e il nostro test per la ricer-
ca dal GDH. Per il gruppo dei campioni non sele-
zionati, comprendenti campioni anche con feci
solide (e, quindi, concettualmente non idonee per
la ricerca del C. difficile) la concordanza totale
supera il 95%. In particolare, considerando i casi
discordanti, la negativita al test LIAISON" e posi-
tivita al test EIA, in un paziente con patologia
enterica causato da un altro agente (Adenovirus),
potrebbe indicare una migliore specificita del test
LIAISON®. Inoltre in due casi con positivita al
test LIAISON® ¢ negativita al test EIA sembra
esserci una miglior sensibilita del sistema LIAI-
SON" in quanto questi casi avevano una positivita
per le tossine e per la biologia molecolare in cam-
pioni precedenti al campione in esame.

Questo ¢, pero, in contrasto con un altro caso,
negativo al test LIAISON" e positivo al test EIA
con biologia molecolare positiva su piu campioni.
In quest’ultimo caso le feci erano solide e il cam-
pione sarebbe stato da non considerare idoneo.
Poiché, quindi, la tipologia del campione € impor-
tante, abbiamo eseguito il confronto anche su
campioni selezionati secondo la scala di Bristol.
Sono stati valutati, in questo caso solo i campioni
con tipo da 4 a 7 (evitando i principali tipi indica-
tivi di stipsi, anche se tale tipo puo esserci in pre-
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senza di megacolon tossico). In questi campioni la
concordanza tra 1 due metodi ¢ stata del 100%,
indipendentemente dal tipo di feci (anche nei cam-
pioni con tipo 4 e 5 dove, la presenza anche di tos-
sine o la positivita al test di biologia molecolare,
pero, necessita di una attenta valutazione clinica).

In conclusione la concordanza dei risultati tra
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sistema LIAISON® e test EIA per il GDH ¢ asso-
luta quando i campioni sono scelti secondo la con-
sistenza delle feci con valori alti della scala di
Bristol con almeno tipo 4. La possibilita, inoltre,
di utilizzare un sistema automatico e veloce come
¢ il sistema LIAISON®, permette una ottimizza-
zione dei flussi di lavoro.

Tabella 1. Confronto tra i risultati ottenuti con test EIA e LIAISON® per la ricerca del GDH (Feci non selezionate: Gruppo ).

GDH EIA GDH LIAISON®

POSITIVO NEGATIVO TOTALE
POSITIVO 16 3 19
NEGATIVO 2 93 95
TOTALE 18 96 114

Tabella 2. Risultati per la ricerca della tossina A & B e della biologia molecolare nei 109 campioni concordanti ai test
EIA e LIAISON® per la ricerca del GDH (Feci non selezionate: Gruppo ).

GDH (EIA/LIAISON®) Tossina A&B Biologia Molecolare N
Negativo - - 93
Positivo Positivo - 7
Positivo Negativo Negativo I
Positivo Negativo Positivo 8

Tabella 3. Risultati per la ricerca della tossina A & B e della biologia molecolare nei 5 campioni discordanti ai test EIA
e LIAISON® per la ricerca del GDH (Feci non selezionate: Gruppo ).

GDH TOSSINA Biologia
Caso ETA’ EIA LIAISON® A&B Molecolare
I 8l POSITIVO negativo negativo negativo
2 80 POSITIVO negativo negativo negativo
3 66 negativo POSITIVO negativo negativo
4 86 negativo POSITIVO negativo negativo
5 65 POSITIVO negativo negativo POSITIVO

Tabella 4. Risultati per la ricerca di marcatori d’infezione da C. difficile in campioni di feci di un paziente ricoverato

con test discordanti per la ricerca del GDH (caso 3).

Data prelievo GDH TOSSINA Biologia

EIA LIAISON® A&B Molecolare
29/06/12 POSITIVO POSITIVO
09/07/12 POSITIVO negativo POSITIVO
16/07/12 * negativo POSITIVO negativo negativo <
29/07/12 negativo

* campione in studio
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Tabella 5. Risultati per la ricerca di marcatori d’infezione da C. difficile in campioni di feci di un paziente con test
discordanti per la ricerca del GDH (caso 4).

Data Reparto GDH TOSSINA Biologia
prelievo EIA LIAISON® A&B Molecolare
21/05/2 Otorino. POSITIVO POSITIVO

21/05/12 Otorino. POSITIVO POSITIVO

21/05/12 Otorino. POSITIVO POSITIVO

28/05/12 Medicina negativo

05/06/12 Medicina negativo

25/06/12 Esterno negativo

25/06/12* Esterno negativo POSITIVO negativo negativo <~
25/06/12 Esterno POSITIVO negativo negativo
11/07/12 Malatt. Infett. POSITIVO POSITIVO

30/07/12 Esterno negativo

17/09/12 Malatt. Infett. negativo

21/09/12 Malatt. Infett. negativo

* campione in studio

Tabella 6. Risultati per la ricerca di marcatori d’infezione da C. difficile in campioni di feci di un paziente ricoverato
senza diarrea con test discordanti per la ricerca del GDH (caso 5).

Data prelievo GDH TOSSINA Biologia

EIA LIAISON® A&B Molecolare
15/08/2012 * POSITIVO negativo negativo POSITIVO <
16/08/2012 POSITIVO negativo POSITIVO
17/08/2012 POSITIVO negativo POSITIVO

* campione in studio

Tabella 7. Risultati per la ricerca della tossina A & B e della biologia molecolare nei |04 campioni concordanti ai test
EIA e LIAISON® per la ricerca del GDH (Feci selezionate: Gruppo 2).

GDH (EIA/LIAISON®) Tossina A&B Biologia Molecolare N
Negativo - - 89
Positivo Positivo - 10
Positivo Negativo Negativo I
Positivo Negativo Positivo 4

Tabella 8. Campioni positivi alla ricerca del GDH (con entrambi i metodi in studio) in relazione alla scala di Bristol.

Scaladi N° GDH positivo Tossine A&B Tossine A&B Tossine A&B

Bristol  totale (EIA/LIAISON®) positive negative/ negative/

Tipo biologia molecolare biologia molecolare
positiva negativa

4 I5 3 (20.0) 3 (20%) 0 (0%) 0 (0%)

5 34 5 (14.7%) 3 (8.8%) | (2.9%) | (2.9%)

6 35 4 (11.4%) | (2.9%) 3 (8.6%) 0 (0%)

7 20 3 (15.0%) 3 (15%) 0 (0%) 0 (0%)

Totale 104 15 (144 10 (9.6%) 4 (3.8%) | (1.0%)
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