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Abstrakt

Diagnostics of Clostridium difficile as nosocomial infections in Nemocnice CB

a.s. using methods of molecular biology.

Nosocomial infections caused by Clostridium difficile represent a substantial
part of hospital-acquired infections in Czech hospitals. Intoxication by toxins produced
by Clostridium difficile leads to serious damage to gastrointestinal tract and life of the
patient may be in danger. The progress of intoxication could be quick, this is why
reliable and time-efficient diagnostic methods are of great importance for efficient
treatment of the patients. Bacterial toxins are not produced during the whole life cycle
of Clostridium difficile. This is why it is better to detect bacterial DNA which is always

present in the bacterial cells, not the toxins.

In Nemocnice CB a.s. (Ceské Bud&jovice municipal hospital) I compared
methods based on toxins detection (,, iyplex® ClosTox* and ,, hyplex® ClosTox 027
by BAG Health Care) with a method based on DNA detection (real-time PCR ,, Xpert C.
Difficile** by Cepheid). | found out the real-time PCR method is much quicker. It takes
one hour to prepare the samples and to obtain analytical result for this method. Both
tests based on toxin detection are much more time consuming. It takes up to 5 hours to
complete them. | conclude the real-time PCR is much quicker analytical method and it
allows Clostridium difficile detection during all life phases of the bacteria.
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Seznam zkratek
MRSA — methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

CDAD - Clostridium difficile — associated disease
NN — nozokomialni ndkaza

ATB — antibiotikum

CRP — C- reaktivni protein

GIT — gastrointestinalni trakt

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace (bakteriostaticka hodnota)
EIA — Enzyme Immuno Assay

ELFO — elektroforéza

CD — Clostridium difficile

PCR — polymeréazova fetézova reakce

DNA — deoxyribonukleova kyselina

POD — konjugat-peroxidaza

UV svétlo — ultrafialové svétlo

RNA — ribonukleova kyselina

PBS pufr — fosfatovy pufr



Uvod

Téma mé bakalaiské prace - Diagnostika Clostridium difficile jako nozokomialni
nékazy v Nemocnici Ceské Budg&jovice a.s. pomoci molekularné-biologickych metod
jsem si zvolila sama, za pomoci svého vedouciho. Jednim z divodi této volby bylo, ze
mé lakalo vratit se zpét do prostfedi laboratofi, a pak také to, ze se jedna o téma

aktualni, a rada bych zvysila informovanost o této problematice.

Pokud se fekne nozokomialni ndkaza, vétSin€ lidi se vybavi typicky patogen
methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) oznaCovany téz jako ,,zlaty
stafylokok . Malo kdo uz ale vi, ze praveé Clostridium difficile je fazeno na prvni piicky
puvodcl nozokomialnich ndkaz. Stievni onemocnéni zplisobené produkei toxinl této
bakterie se oznacuje jako C. difficile — associated disease (CDAD). Zpisobuje
komplikace predevsim u hospitalizovanych pacientd s ptedchozi antibiotickou 1é¢bou a
u imunosupresovanych osob. Jeho Sifeni je usnadnéné zpisobem pienosu, ktery je
fekaln¢ oralni cestou. Ptiznaky ne vzdy sméfuji k typickym projeviim onemocnéni,
proto je dillezita jeho v€asna diagnostika, kterd mnohdy byva komplikovand. A pravé
k ni se moje prace ubira. Je zaméfena na detekci toxind, ptipadné genl pro produkci
toxintt Clostridium difficile, které ale nejsou produkovany neustale, ale pouze za
ur¢itych pro bakterii vyhodnych podminek. Proto je v diagnostice vhodné pouzit
kombinaci riznych testdl, popifipadé vysledek ovéfit kultivaci. Je mozné pouzit metod
bakteriologickych a molekularné biologickych. Rozdil mezi nimi je, Ze bakteriologické
metody detekuji pfitomnost toxinti nebo samotny patogen. Ty na molekularni urovni se

zamé&fuji na pfitomnost gent pro dany toxin.

V praci jsem se zaméfila na metody molekularné biologické, pouzivané
v laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s. Jedna
se 0 metody, které prokazou na zéklad€ pfitomnosti genu pro produkci toxinu toxigenni
Clostridium difficile, i v dob&, kdy nedochazi k vylucovani toxini do organismu. U
téchto metod jsem se zaméftila na jejich citlivost a hlavné ¢asovou dostupnost vysledk.

Pravé ta je v mnoha piipadech kliCovou pro zahajeni Gc¢inné terapie. Vysledkem by



mélo byt nalezeni optimalni metody, ktera poskytne spolehlivé vysledky v co

nejptijatelnéjSim Case.
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1. Soucasny stav

1.1 Nozokomialni nakazy

Nozokomialni nakazy (NN) jsou stale neZzadoucimi komplikacemi hospitalizace
a zdravotni péce. Tyto infekce nepiedstavuji jen zavazny zdravotni problém, ale i
ekonomicky. Vyrazné se zvySuji ndklady na 1écbu, hospitalizaci a prodluzuje se
pracovni neschopnost. VEtSina nemocnic si tento problém uvédomuje, proto na prevenci
NN kladou neustale vétsi diraz. Ve vétSin€ piipadd postihuji organismus oslabeny
primarnim onemocnénim a mohou byt komplikaci chirurgického, diagnostického nebo
terapeutického vykonu. Jejich vznik je spojovan s léCebnymi, diagnostickymi a
oSetfovatelskymi postupy. Mezi nejrizikovéjsi skupinu osob patii déti do 3 let véku a
osoby starsi 60 let. (9) Zakladni legislativou, upravujici tuto problematiku je zakon ¢.
258/2000 Sh. Ve druhém odstavci § 16 stoji, Ze: ,,os0ba poskytujici péci je povinna
evidovat kazdou nemocnicni nakazu a na vyzadani poskytovat udaje o ni prislusnému

organu ochrany verejného zdravi. “ (33)

Zékladem prevence vzniku nemocni¢nich nakaz je dodrzovani bariérovych
postuptt a piedevSim vyhlasky MZ ¢. 195/2005 Sb., kterou se upravuji podminky
ptedchazeni vzniku a $ifeni infekénich onemocnéni. (33) Jejim obsahem jsou postupy
dezinfekce a sterilizace a jejich kontroly nebo pouzivani ochrannych pomicek,
nakladani s odpadem, manipulace s pradlem, dodrzovani hygieny rukou a pouzivani
jednordzového materidlu. Jednd se o slozity proces, ktery vyZaduje predevSim
zodpov&dny piistup persondlu. Tato vyhlaSka také upravuje v § 2 postup pii hlaSeni
nemocni¢nich nadkaz. (41) K zajisténi povinného hlaseni a evidenci infekénich

onemocnéni slouzi program EPIDAT. (22, 9)

1.1.1 Co povaZzovat za nozokomialni infekci

Jedna se o infekci vzniklou Vv souvislosti S poskytovanim ambulantni,
nemocni¢ni nebo néasledné péce. Zaroven musime vyloucit, ze infekce nebyla ptfitomna
pii pfichodu pacienta do zdravotnického zafizeni, ani Vinkubac¢ni dobé. Za
nozokomialni infekci je povazovano také onemocnéni, u kterého se ptiznaky objevi az

po propusténi ze zdravotnického zatizeni a to u nemoci s dlouhou inkubacni dobou,
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jako je naptiklad hepatitida typu B. Jako nejCastéjsi zpisob pirenosu NN se uvadi ptenos
kontaminovanyma rukama persondlu. DalS§imi moZnostmi pfenosu jsou pienos
kontaminovanymi pifedméty, piimym kontaktem s nakazenou osobou, kontaminovanou

vodou, potravinami ale i vzduchem. (9)

RozliSujeme nakazy endogenniho a exogenniho ptivodu. Nakazy endogenniho
pivodu jsou zpusobeny mikroorganismy, které bézné najdeme v organismu, tj. jsou
soucasti normalni mikrofléry. U zdravého clovéka nezpiisobuji zadné problémy, ale
pokud dojde koslabeni imunitniho systému a vzplanuti onemocnéni. Takovéto
mikroorganismy oznacujeme jako oportunni. Prevenci téchto ndkaz je spravna
antibioticka terapie zaloZena na znalosti vyskytu rezistence a vysledcich kultivace. U
exogennich infekci existuji daleko vétsi moznosti preventivnich opatfeni. Patfi sem
zejména dodrzovani hygienicko — epidemiologickych opatifeni. To je povinnosti
veskerého zdravotnického personalu. Jakékoli zanedbani ¢i neznalost preventivnich

postupil piedstavuje zavazné riziko ohroZeni zdravi a zivota pacienta. (22)

1.1.2 Rizikové faktory pro vznik NN

Rizikovymi pacienty jsou zejména lidé nad 65 let. Je to dano zhorSenym
hojenim ran, které trva podstatné delsi dobu, a také oslabenym imunitnim systémem. U
lidi vyssiho v&ku se Casto vyskytuji pfidruzend onemocnéni, jako je diabetes mellitus
nebo nemoci krevniho ob¢hu, které jsou také predispozi¢nim faktorem. Dalsi rizikovou
skupinou ptedstavuji nedonosené déti, u kterych mutze dojit k ndkaze v inkubéatoru.
Vysoce ohrozeni jsou také onkologicti pacienti diky oslabenému imunitnimu systému a
citlivosti k oportunnim patogentim. Mezi dalsi rizikové faktory vnitiniho pivodu patfi:
zivotni styl, obezita, malnutrice, polytraumata, popaleniny nebo hematologicka
onemocnéni. Z faktor zevniho ptivodu uved'me naptiklad: operace, transplantace,

zavadéni sond a Zilnich katetrti nebo 1é¢ba cytostatiky, antibiotiky ¢i ozafovani. (22)

1.1.3 Nejcastéjsi puvodci NN
Vibec nejcastéjsim nozokomialnim patogenem je Stafylococcus aureus, jedna se
o multirezistentni kmen, oznacovany jako MRSA. Tento ,,zlaty* stafylokok zptisobuje

hlavné infekce otevienych ran a je rezistentni k methicilinu. Oznaceni ,,zlaty” ziskal
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diky nazloutlé barvé kolonii, které vytvaii na krevnim agaru. Jeho pfitomnost
signalizuje nedostateCnou dezinfekci. DalSimi Castymi piavodci jsou patogeny,
vyvolavajici prijmy. Sem patii jak bakterie (Clostridium difficile), tak i viry (rotaviry).
Déle se objevuji infekce mocovych cest, kdy velké riziko ptedstavuje zavedeni
mocového katetru (bakterie Proteus, Pseudomonas aeruginosa). Nozokomialni infekce
mohou postihnout prakticky jakykoli systém, ale nejcastéjsi ptipady NN jsou infekce

mocové, ranné, respiracni, kozni a infekce krevniho fecisté. (9)

1.2 Rod Clostridium

Jedna se o skupinu grampozitivnich anaerobnich bakterii, schopnych vytvéaret
spory. Vegetativni formy maji tvar robustnich ty€inek. Diky pfitomnosti bi¢iku, jich je
vétSina pohybliva. VétsSinou se jedna o saprofyty, jen nékolik malo druhd vyvolava
onemocnéni u ¢lovéka a zvifat. Jedna se bakterie produkujici exotoxiny, a onemocnéni
jimi vyvoland byvaji obvykle zdvazna, Casto smrtelnd. Spory, jsou klidova stadia
klostridii, kterd neumoznuji mnozeni. Umoziuji ale odolavat vlivu nepfiznivych
podminek jako jsou vyschnuti, zafeni nebo dezinfekéni prostfedky. Sporulace probiha

uvnitt vegetativni formy, a to v n€kolika stadiich.

Klostridiové infekce mohou byt endogenniho i exogenniho ptivodu. Exogenni
infekce vznikaji nejcastéji pii urazech, kdy jsou spory klostridii do rany zavleceny
spole¢né s prachovymi c¢asticemi. Dalsi exogenni infekci jsou potravinové otravy.
Endogennim zdrojem je pfirozena stfevni mikroflora, jejiz béznou soucasti jsou
zejména u novorozencu i Klostridia. Pi jejim oslabeni naptiklad: antibiotickou 1écbou,

dochazi k rozvoji infekce. (5)

Na povrchu vegetativnich forem klostridii se vyskytuje znacné mnozstvi
antigentl, které umoziuji sérologické déleni klostridii a jejich identifikaci. Jak uz bylo
uvedeno, jsou klostridia velmi citliva na kyslik. V jeho pfitomnosti nedochazi
k mnozeni. Tato citlivost je dana absenci enzymu katalazy, cytochromt a nékterych
dal$ich enzymu, vétsinou i peroxidazy. Meziprodukty, vznikajici pfi metabolismu
nemohou byt rozlozeny a bakterii jednoduse otravi. Citlivost na kyslik zavisi na druhu

klostridia. Nekteré jsou striktné anaerobni (Clostridium haemolyticum), nékteré snasi
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niz8i koncentraci kysliku (C. perfringens). Energii ziskavaji anaerobni glykolyzou —

fermentaci riiznych substratii. Produkty metabolismu klostridii jsou rozmanité a nékteré

lze vyuzit pro jejich identifikaci (H2S, NH4). Charakteristickym znakem pro klostridia

je rezistence vici aminoglykosidovym antibiotikim (ATB). Naopak k beta-laktamovym
ATB jsou vSechny druhy klostridii citlivé. K 1é€bé infekci je casto pouzivan

clindamycin nebo vankomycin. (39)

1.2.1 Déleni Kklostridii
Klostridia 1ze rozdélit do tfi skupin, podle toho kde a jaké onemocnéni

vyvolavaji. Jednd se o neurointoxikace, nekrotizujici toxikoinfekce a postizeni stfevniho

traktu. (18)

Neurotoxicka klostridia

Mezi neurotoxicka klostridia patii Clostridium botulinum, vyskytujici se v pudé.
Jeho vyskyt ve stfeveé ¢loveka je vzacny. Vyjimkou je novorozenecky botulinismus, kdy
jsou Klostridia pfitomna ve stfevé. Jedna se o skupinu klostridii, kterd produkuje
botulotoxin, vyskytujici se v 7 antigennich typech (A — G). Botulotoxin se vyskytuje ve
sporach a je uvolnovan pfi rozpadu bunék. Nejcastéjsi intoxikace pochazi z podomacky
vyrabénych konzerv, které byly nedostatené sterilovany. Jedna se jak o zeleninové
konzervy (vyskyt toxinu A), tak o masové (obsahujici toxin B). Smrtelna davka toxinu
pro Clovéka je 6 x 10 g. Jedna o nejsiln€jSi znadmy bakteridlni toxin vibec. Ma
paralyticky tcinek, zplsobuje hlavné paralyzu pti¢né pruhovanych svali. Jeho vyuZiti
se uplatnilo i vkosmetice, slouzi kvyhlazovani vrasek. Dale se vyuziva
K terapeutickym t¢elim u nemoci s vyskytem abnormalniho svalového tonu. Existuji tfi
formy botulismu. Jedna se o ranny botulismus, zpisobeny kontaminaci rany, ktery se
Casto vyskytuje u narkomant. Dalsi forma je alimentarni, kterd vznika pozitim jedu
V potrave, a poslednim druhem je kojenecky botulismus. Objevuje se hlavné u kojencu

zivenych umélou vyzivou, do 6 mésicu véku. (39)

Onemocnéni probiha riizn€. Od velmi mirné intoxikace, kdy neni tfeba lékatska

pomoc, az po stavy, koncici smrti. Projevy otravy jsou zpoc€atku gastrointestinalniho
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puvodu, pozd¢ji dochazi k postizeni nervii. Objevuje rozostiené az dvojité vidéni, zacpa
z divodu zéstavy stfevni peristaltiky, pozdéji zastava moceni. Pozd¢ji dojde k postizeni
dalSich pti¢né pruhovanych svall, nebezpecna je zéastava dychani z divodu ochrnuti
dychacich svald. Védomi je pii tom zachovano. Pokud pacient pfezije, dochazi
K uplnému napraveni stavu. Inkubacni doba je udavana fadové v hodinach az dnech.
Priikkaz spociva v prikazu toxinu na mysSich. Pokud jsou k dispozici zbytky jidla,

provadi se kultivace. (39)

Clostridium tetani zpusobuje produkci svého toxinu onemocnéni tetanus.
Postizen je neuromuskularni systém. Clostridium tetani se bézné vyskytuje ve stievé
savcl, hlavné koni. S jejich vykaly se potom dostdva do pudy, kde pteziva ve formé
spor. Odtud se infekce dostava k clovéku infikovanim rany. Rany byvaji obvykle
hluboké a znecisténé. Ptiznivé podminky pro tetanicky toxin vytvaii také rany
zhmozdéné (dekubity), nebo pfitomnost ciziho télesa. ,, Tetanus je onemocnéni
charakterizované tonickymi i klonickymi krecemi kosterniho svalstva.” (5) Projevy
onemocnéni jsou spasmy, lokalizované nejdiive v obli¢ejové Casti (sardonicky tismev),
pozdéji postihuji ostatni kosterni svalstvo a zné&j nejdiive svaly zadové. Typickym
projevem je lukovité prohnuti té€la — opisthotonus. Prodélané onemocnéni nezanechava
imunitu. Inkubac¢ni doba se nejéastéji pohybuje okolo tydne. Cim kratsi je, tim je horsi
prognoéza onemocnéni. JelikoZ je dostupné ockovéni, snizil se vyskyt v CR na 2-3
pfipady ro¢né€. Smrtnost je pomémé vysokd, pohybuje se mezi 10 az 50 %. Horsi
prognodza je u novorozeneckého tetanu a u starsich lidi. Lécba mize byt specifickd nebo
nespecificka. Specifickd  spociva v opakovaném podavani antitetanického
imunoglobulinu. Nespecifickd zahrnuje chirurgickou revizi rany, dostate¢né oSetieni a

podporu dychani. Lécba penicilinem slouzi jako podptirna terapie. (5)

Diagnostika Clostridia tetani spociva v posouzeni klinického obrazu a
anamnézy. Mikrobiologicky lze vySetiit vzorek materidlu odebrany z rany excisi nebo
seSkrabnutim. Tento material se prokazuje mikroskopicky po obarveni dle Grama a déle

kultivaci. Pritkaz tetanického toxinu se provadi pokusem na mysich. (5)
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Histotoxicka klostridia
Infekce vyvolané histotoxickymi klostridii se projevuji jako toxikoinfekce

mekkych tkani a jako priijmova onemocnéni.

myonekroza. Nejéastéj$im ptuvodcem je Clostridium perfringens. Proces probiha
v zivém svalu, kde se vytvofi lokalni nekroza, do které pronikaji klostridia, mnozi se a
produkuji toxin. Mistem vstupu jsou hluboké rany a oteviené zlomeniny. Proces se
muze dale Sifit krevni nebo lymfatickou cestou do celého téla. Dochazi k celkové
intoxikaci organismu a sepsi. Generalizace se vyskytuje v piitomnosti invazivnich
druhti (Clostridium perfringens, Clostridium septicum). Vznikajici zanétlivy exsudat a
otok je pfi¢inou ztraty velkého mnozstvi tekutin a bilkovin. V krevnim obraze dochazi
ke vzniku anémie a hemoglobinémie. Vzhled exsudatu se lisi podle druhu klostridia.
V piipadé¢ Clostridia perfringens je exsudat nahnédly a #idsi, u Clostridia septicum ma
hemoragicky vzhled. Dal§imi ptivodci téchto toxikoinfekci mohou byt C. nowyi, C.
sordellii nebo C. histolyticum. Smrtnost se pohybuje kolem 20-25%. (5)

Klostridia pusobici na stievni sliznici

Do této skupiny mizeme zafadit jiz zminované Clostridium perfringens. Po
poziti masa kontaminovaného sporami dochazi ke vzniku enterotoxikémie, kterd casto
kon¢i smrti. Dal§im onemocnénim vyvolanym enterotoxiny je otrava z potravin, ktera
se projevuje prudkymi prijmy a bolestmi biicha. Toto onemocnéni se vyskytuje
hromadné, napfi.: ve vefejném stravovani (jidelny apod.). DalSim zastupcem, patficim
do této skupiny je Clostridium difficile. To zpisobuje prijmova onemocnéni vyvolané
souvislosti s antibiotickou lé¢bou, kdy dochazi k potlaceni pfirozené stievni mikroflory.
Prijmy vyvolané Clostridiem difficile jsou také nezadoucimi, v mnoha piipadech zivot

ohrozujicimi komplikacemi hospitalizovanych pacientt. (5)
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1.3 Clostridium difficile

1.3.1 Charakteristika Clostridium difficile

Prvni zminka o této bakterii pochazi z roku 1935, kdy byla popsana jako soucast
normalni stievni flory novorozenct. V 70. letech byla tato bakteriec popsana jako
puvodce pseudomembrandzni kolitidy. (20) Jedna se 0 gram-pozitivni, ty¢inkovitou,
(ptiloha ¢. 2) Spory jsou klidova stadia bakterii, v nichz nedochazi k jejich mnozeni, ani
Kk produkci toxind. Jsou schopny piezivat na riznych materidlech 5 az 6 mésicu.
Zaroven jsou odolné vuéi béznym dezinfekénim prostfedkiim, obsahujicim alkohol.
Podstatné také je, Ze se tato bakterie vyskytuje i1 ve stievech zdravé populace. U
dospé€lych se vyskyt pohybuje okolo 5%, zvlastni rizikovou skupinu piedstavuji
novorozenci, hlavné nedonosSeni, u kterych je vyskyt podstatné vyssi. (37) Problematika
Clostridium difficile je v poslednich 10 letech hodné¢ diskutovanym problémem. Se
stoupajicim vyskytem, stoupd 1 zijem o tuto problematiku. Jako pivodce
nozokomialnich infekci se Clotridium difficile dostalo na pfedni piicky. Podle
poslednich studii z USA predstihlo i infekce vyvolané MRSA. (28) Infekce vyvolané
bakterii Clostridium difficile jsou zanétliva onemocnéni stfeva, ozna¢ované jako CDAD
(Clostridium difficile associated diseases) a v soucasnosti patfi k Castym komplikacim
hospitalizovanych pacientii. Diive byl jejich vyskyt spiSe sporadicky. Ke zméné doslo
s objevenim hypervirulentniho kmene CD ribotyp 027. Ten vyvolal rozsédhlé epidemie
v USA, Kanad¢ a statech zapadni Evropy. Projevy onemocnéni jsou rizné. Patii sem
kterdA muze vést az k perforaci stieva. Rizikovou skupinou jsou pacienti, ktefi jsou
dlouhodobé 1éceni antibiotiky, nebo dlouhodobé hospitalizovani. V nemocni¢nim
prostiedi je umoznéno del§i piezivani spor, zejména diky jejich odolnosti vici
dezinfekénim prosttedkim. Klostridia se dale mohou S§ifit rukama zdravotnického
personalu, spolecnym hygienickym zafizenim apod. Postantibioticky prijem je az z Y4
Zpusoben prave touto bakterii. Nejrizikovej§i skupinou ATB jsou Sirokospektré
peniciliny a cefalosporiny. Mezi dalsi antibiotika davana do souvislosti s rozvojem
CDAD patii linkosamidy a fluorochinolony. (28, 33, 10, 42)
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Faktory virulence, mechanismus piisobeni toxinii

Hlavnim faktorem virulence je produkce exotoxinl. Jedna se o enterotoxin A a
cytotoxin B. Ne vSechny kmeny jsou vSak schopny produkovat tyto toxiny. Toxin A se
zachyti na receptory stfevnich buné¢k, dojde k jejich poskozeni a uvolnéni velkého
mnozstvi tekutiny. Cytotoxin B, jak uz plyne z nazvu ni¢i buiky, které primarné
poskodil toxin A. Tim dochazi k poSkozeni stfevni sliznice, na které vznikaji nekroticka
loziska a pseudomembrany slozené ze zniCenych buné¢k stfevni sliznice, mucinu a
fibrinu a uhynulych polymorfonukleard. To se na stfevni sliznici projevi tvorbou
zlutych krust, které miizeme endoskopicky detekovat. V horsim pfipadé miize tento stav
vést k perforaci stieva. Infekce vyvolané toxiny se oznacuji jako CDAD. Aby ale
k takové infekci doslo, je zapotiebi, aby v misté usidleni bakterie byly zajistény
podminky pro vykli¢eni spor, mnozeni bakterie a tvorbu toxint. (10, 37) Zpusob
pfenosu infekce je fekdlné-ordlni cestou. AvSak vétSina vegetativnich bunék
Clostridium difficile je zni¢ena uz v zaludku (diky kyselému pH) a do tenkého stieva se
dostane jen 1%. Toto ale naplati pro spory, které jsou acidorezistentni, proto je kyselé
pH Vv zaludku nezni¢i. Ty se dostanou dale do tenkého stieva, kde tzv. ,,vykli¢i“ do

vegetativnich forem. (20)

Nékteré kmeny bakterii produkuji navic tzv. binarni toxin. ,,Role bindrniho
toxinu na priibéh onemocnéni neni zatim zcela vyjasnéna. Kmeny produkujici tento
toxin jsou sice provdzeny tézsim priibéhem onemocnéni, ale kmeny s negativnim
toxinem A a B a pozitivnim bindrnim toxinem se jevi jako nepatogenni.” (14) Tento
toxin je mimo jiné produkovan také hypervirulentnim kmenem, oznacovanym jako

ribotyp 027. (14)

1.4 Nemoci vyvolané Clostridium difficile

1.4.1 CDAD

Hlavnim predispozi¢nim faktorem je expozice ATB 1 az 8 tydnl pied vznikem
onemocnéni. Antibiotickou 1écbou dochazi k rozvratu piirozené stfevni mikroflory,
ktera za normalnich okolnosti brani mnozeni Clostridia difficile. Vytvoii se pfiznivé

podminky pro vykli¢eni spor do vegetativnich forem, které zacnou produkovat toxiny.
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Zpisob prenosu se déje fekalné oralni cestou. Tim je zpisobeno pomérné snadné Sifeni
V nemocni¢nim prostiedi, pfes kontaminované predméty, socialni zafizeni a pfi
nedostatecné dezinfekci také prostiednictvim rukou personalu. Typickym projevem je
Stvefice pfiznaki: prijem, bolesti bficha, horetka a leukocytéza pres 20 x 10% litr.
Prijem je definovan jako: ,,casté vyprazdiovani, tj. vice nez 3 krat denné, ridké nebo
vodnaté stolice, v mnozstvi vétsim nez 250g/den. “(11) Stolice je kaSovitad az vodnata,
mize obsahovat piimés hlenu nebo krve. Casto byva vylu¢ovana v malém mnoZstvi,

proto muze byt zaménéna u starsich lidi za inkontinenci. (15, 20, 37)

Dalsim laboratornim nalezem je neutrofilie s posunem doleva a také hodnota C-
reaktivniho proteinu (CRP) byva mirn¢€ zvysena. CRP je bilkovina akutniho zanétu, jejiz
hladina v krvi se zvySuje v pfitomnosti zanétlivého onemocnéni. Ve skuteCnosti byva
Klinicky obraz riznorody. Od mirnych projevit prijmu, az po stavy zivot ohrozujici,
jako je pseudomembranozni enterokolitida. Dalsi komplikaci mize byt vznik subileu az
ileu smoznosti tvorby toxického megakolon a perforaci stieva. Tento prib&h
onemocnéni se oznacuje jako fulminantni a vyskytuje se zhruba ve 3 % piipadua. (14)
Vyznacuje se vysokou mortalitou. Jedna se pfi tom o skupinu nejvice ohrozenych osob,

kterou tvofi star§i osoby a imunosupresovani jedinci. (20, 14)

Dal8i mozZnosti je atypicky pribéh. To znamend, Ze piiznaky jednoznaéné
neukazuji na CDAD. Stolice byva pouze fidSi, mlze se objevit nadymani
(meteorismus), dyspepsie, rtzna intenzita bolesti bficha a v né€kterych ptipadech
zvraceni nebo enteroragie. ,,Podle novych poznatkii 10 — 20% pacientii nema

V anamnéze uzivani antibiotik. *“ (20)

U tohoto onemocnéni dochézi pomérné Casto k relapsiim. ,,Relaps je definovin
Jjako znovuobjeveni se priznakii a prikaz infekce v priibéhu dvou mésicii od uspésné
terapie. “ (20) Relaps je zde uvadén do souvislosti s postupnym dozravanim spor, které

jsou obsazeny ve stieve. (20)
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1.4.2 Rizikové faktory k propuknuti CDAD

Jak uz bylo uvedeno, normalni stfevni flora je proti kolonizaci CD odolna, proto
je k propuknuti infekce nezbytné jeji naruSeni. Proto jsou za hlavni rizikovy faktor
povazovana antibiotika, které vedou k jejimu naruseni. V soucasné dob¢ jsou mezi
nejvice rizikové tazeny: fluorochinolony, klindanycin a zastupci Il. a Ill. generace
cefalosporinti. (25) Dal§im rizikovym faktorem je hospitalizace pacienta. Riziko
vyplyva ze schopnosti spor pfezivat v nemocni¢nim prostiedi i nékolik mésicti. DalsSim
rizikem je pfenos prostfednictvim rukou zdravotnického personalu. Ddle sem patii
oslabeni imunitniho systému. Jako piiklad mizeme uvést onkologické pacienty,
pacienty trpici malnutrici nebo ulcer6zni kolitidou. Nové tvoii rizikovou skupinu také
téhotné Zeny v disledku snizené motility stfev. Vyznamnou roli hraje také veék pacienti,

chirurgie gastrointestinalniho traktu (GIT) a dalsi, viz tabulka ¢. 1. (14, 20, 25)

Tabulka 1: Dalsi rizikové faktory CDAD

Hlavni rizikové faktory Vedlejsi rizikové faktory
dlouhodoba hospitalizace chirurgie GIT
vék nad 60 let endoskopické vysetieni GIT
imunosuprese soucasna pritomnost vice chorob
(polymorbidita)
malnutrice nasogastricka sonda
ulcerézni kolitida zmeékcovadla stolice
hemodialyza antacida
maligni nddory nove - téhotenstvi

Zdroj: (14, 20)

1.5 Lécba CDAD

Lécba musi byt komplexni. Spoc¢iva ve vysazeni antibiotika, jimZ byl pacient
lé€en. DalSim krokem je doplnéni tekutin a minerdld, k jejichz ztrdtdm doSlo pfi
prujmech. Jelikoz mnoho kment Clostridium difficile vykazuje rezistenci vii¢i nékterym
druhim ATB, zékladnimi léky pro lé¢bu CDAD jsou vankomycin a metronidazol.

Antibiotickd rezistence bakteridlnich kmen a jejich Sifeni ptedstavuje globalni
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problém, vyzadujici mezinarodni spolupraci. Proto byla v roce 1993 sestavena pracovni
skupina pro monitorovani antibiotické rezistence (PSMR). ,,Napini prace je narodni
surveillance ATB rezistence a ucast v Evropském projektu surveillance ATB
rezistence. “ (36) U nas doslo v 90. letech k vzestupu spotieby ATB o % a tato hodnota
nadale pfetrvavd. Dulsledkem naduzivani antibiotik je zvySeny vyskyt antibiotické
rezistence u bakterii vyvolavajicich infekéni onemocnéni jak v komunité, tak
V nemocnicich. Se zvefejiiovanim informaci o zbytecném podavani antibiotik a
stoupajicim vyskytu rezistentnich kment doSlo po roce 2002 ke sniZeni spotieby 5

nejcastéji uzivanych skupin ATB. (36)

1.5.1 Vankomycin

Vankomycin je optimalnim lékem pii perordlnim podavéani. Témeét se
nevstiebava a dosahuje tak vysoké koncentrace ve stolici. Naopak pfi parenterdlnim
podani je neefektivni. Pro 1écbu CDAD musi byt tedy aplikovan peroralné,
nazogastrickou sondou nebo v krajnich piipadech do koneéniku. ,,Takto se dosdhne
koncentraci ve stolici, které mnohondasobné prevysuji MIC citlivych kmenit CD.* (25)
Standardné doporuCované davkovani je 125 mg po Sesti hodinach. Délka 1éCby se

pohybuje v rozmezi 10 — 14 dnt. (25, 14)

1.5.2 Metronidazol

Pti perordlnim podani dochazi k jeho kompletnimu vstiebani, ale jeho aktivni
metabolity jsou v 6-15% zpétné vylucovany do stolice. Pfi intravenéznim podani
najdeme ve stolici piiblizné stejné koncentrace jako u peroralniho podani. Davkovani se
uvadi 500 mg per os, nebo i. v. po 8 hodinach, u tézkych infekci po 6 hodinach 1
v kombinaci s vankomycinem. Nastup ucinki se uvadi o néco pomalejsi nez u

vankomycinu. Délka podavani je stejna jako v ptipad¢é vankomycinu. (25, 14)

V 1écbé komplikovanych CDAD je vsoucasné dob& upiednostiiovan
vankomycin. Je uvadéna jeho vyssi citlivost u zavaznych piipadu. Komplikovana
CDAD neni pfesné definovana. Jsou ale stanoveny vyznamné faktory pro vznik CDAD,
a pokud jsou pfitomny alesponi dva nebo se jednd o pseudomembrandzni kolitidu, je

lékem volby pravé vankomycin. Mezi tyto faktory patfi:
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e v¢k nad 60 let

e horecka > 38.3°C

¢ hladina albuminu < 25g/I
e leukocyty > 15000/mm?®

Metronidazol je nadale pouzivan u leh¢ich forem.

Dalsimi antibiotiky, ktera prichazeji v1é¢bé CDAD v uvahu, jsou napi.:

rifampicin (ptipadné jeho aktivni metabolit rifaximin) nebo nitazoxanid. (25)

1.5.3 Fidaxomicin (Dificlir)

V Evropské unii byl nedavno registrovan novy 1€k pro 1écbu prijmi
souvisejicich s Clostridium difficile — Fidaxomicin (obchodni nazev Dificlir). Jedna se o
makrocyklické antibiotikum s uzkym spektrem Uc¢innosti na gram-pozitivni bakterie. Na
rozdil od vankomycinu vyrazné snizuje Cetnost recidiv a nezadoucich systémovych
ucinkl. Pfi jeho pouzivani navic dochdzi jen k minimélnimu naruseni stievni

mikroflory. (21)

1.5.4 Lécebné alternativy
I kdyZ jsou antibiotika ve vétSin€ piipadi Uc€innd, problémem jsou piipady
opakujicich se infekci. Proto se neustale hledaji nové mozZnosti jak ptedejit vzniku

onemocnéni, jeho opétovnému navratu a dosaZeni rychlejSiho uzdraveni.

Probiotika

O probioticich je delsi dobu znamo, Ze pozitivné plisobi na slozeni bakteridlni
mikroflory ve stfeve. Jsou proto pouzivana v prevenci riznych prijmovych onemocnéni
a travicich potizich. Zaroven zmiriuji nezadouci ucinky antibiotik. (29) Ukazalo se, ze
se mohou uplatnit i vprevenci postantibiotickych prijmid vyvolanych bakterii
Clostridium difficile. V souvislosti s CDAD jsou nejéastéji uvadény Saccharomyces
boulardii a nékteré druhy laktobacilti. (25) Na druhé strané piipada v tivahu i mozné
ohrozeni pacientii bakteriémii (laktobacily) nebo fungémii (Saccharomyces boulardii).
(14)
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Darcovska stolice

Jednd se o transplantaci stolice od zdravého piibuzného darce nazogastrickou
sondou nebo kolonoskopem jako prevence vzniku recidiv. Efekt této metody se uplatnil
jen u malého mnozstvi pacientli. Vzhledem k moznému riziku zaneseni infekce a také

z etickych divodu se tato metoda piili§ nedoporucuje. (14)

Novy 1ék?

Védci na zaklad€ laboratornich studii provadénych na mysich zjistili, ze lidské
sttevni buniky jsou schopny po infekci bakterii Clostridium difficile produkovat
molekuly, neutralizujici toxiny CD. Pfi testech na zvifatech bylo zji§téno, Ze po pouZiti
I¢ku, ktery vede k vyvoldni procesu proteinové s-nitrosylace se toxiny stavaji
nesSkodnymi. Dalsi klinické studie budou zaméfeny na moznosti pouziti tohoto 1éku na
lidech. Jejich potvrzeni by znamenalo objeveni nového lécebného pfistupu tohoto

zavazného prijmového onemocnéni. (31)

1.6 Preventivni opatieni

Cilem téchto opatieni je zamezeni vzniku infekéniho onemocnéni a jeho dalSimu
Sifeni. Jedna se o hygienicka a protiepidemicka opatfeni zamétend na eliminaci zdroje.
Zahrnuji celou fadu postupti. Jednim z nich je dezinfekce (podlahy, ploch, ruce
personalu, WC, umyvadla, vany). Jedna se o ,,soubor opatieni ke zneskodnovani
mikroorganismi pomoci fyzikalnich, chemickych nebo kombinovanych postupii, které
maji prerusit cestu nakazy od zdroje k vaimavé fyzické osobé. (26) Dalsim ochrannym
postupem je dekontaminace — ,, soubor opatieni vedoucich k usmrceni anebo odstranéni
mikroorganismii z prostiedi a predmeétii bez ohledu na stupen snizeni poctu zarodkii.
(26) ,,Sterilizace predstavuje zniceni vsech forem mikroorganismii, vietné spor,

protozoi, helmintii a reverzibilni inaktivace viri. “ (9) Zpisoby provedeni jsou: horkou

parou, horkym vzduchem, plazmou, radiaci nebo chemickymi latkami. (13)

1.6.1 Dezinfekce a hygiena rukou
Dezinfekce a hygiena rukou hraji vyznamnou roli hlavné u infekci pienasenych

fekaln¢ orélni cestou. Jejim dodrzovanim se vyznamné sniZzuje pravdépodobnost
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prenosu infekce, pfitom naklady na jeji provoz jsou zanedbatelné. Existuje 5 situaci,

kdy hygienu rukou provadeét:

pred kontaktem s pacientem
pred aseptickymi vykony
po manipulaci s rizikovymi télnimi tekutinami

po kontaktu s pacientem

o & w D P

po kontaktu s prostredim pacienta
Zdroj: (13)

V praxi se rozliSuje bezné myti rukou, S pouzitim mydla, dale hygienické myti
rukou (mydlo + pouziti dezinfekéniho ptipravku) a chirurgické myti rukou (pied

chirurgickym zakrokem). (9)

BéZzné myti rukou

Cilem bé&Zzného myti rukou je odstranéni mechanickych necistot z pokozky
zejména u viditeln€ znecisténych rukou, po pottisnéni biologickym materidlem, po
smrkani apod. Pouziva se nejCastéji tekuté mydlo a tekouci voda. Proces by mél trvat
nejméné¢ 30 sekund. K vysouSeni se pouziva jednordzovych utérek, poptipadé

elektrickych vysousecu. (38)

Hygienické myti rukou

Slouzi k odstranéni necistot a prechodné mikroflory z pokozky za pouziti
myciho a dezinfekéniho prostiedku. Dezinfek¢ni prostfedek je na alkoholové bazi. Po
dikladném umyti a osuseni rukou se vetie dezinfek¢ni prostfedek. Pokud by byly ruce

vlhké, doslo by k natedéni prostfedku a omezeni jeho ucinnosti. (38, 27)

Chirurgické myti rukou

Zahrnuje mechanické myti rukou a chirurgickou dezinfekci rukou. Mechanické
myti slouzi k odstranéni necistot a ptechodné mikroflory z rukou a predlokti. Pouziva se
tekuté mydlo a tekouci tepld voda. Proces by m¢l trvat alesponi 1 minutu. K odstranéni

necistot z okoli nehtl pouzijeme kartdCek. Po osuSeni jednorazovymi utérkami se
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aplikuje alkoholovy dezinfekéni prostiedek, uréeny pro chirurgickou dezinfekei rukou.
Vzdy se aplikuje z bezdotykového davkovace. Diikladné a rovnomérné se rozetie

Vv oblasti rukou a zapé€sti a necha se zcela zaschnout. (38)

1.6.2 Obecna pravidla prevence NN

Existuje 1 n¢kolik obecnych pravidel prevence nozokomialnich nakaz. Pro
pacienta s infekénim onemocnénim zajistit podle druhu nebo zpisobu pienosu jeho
izolované umisténi. Na izola¢nim pokoji zabranit pohybu nadbyte¢nych osob (medici
apod.). Dale pro zdravotnicky personal plati dodrzovani osobni hygieny a to pfedevsim
hygieny rukou. K utirani pouzivat jednorazové utérky ze zasobnikti. Na rukou mit Cisté,
upravené nehty tak, aby neptesahovaly bfisko prstu (umélé nehty nejsou povoleny).
Pouzivat osobni ochranné pracovni pomicky a pracovni odév podle oddéleni.
DodrZzovat zasady manipulace s biologickym materidlem, s pradlem a se stravou.
Oddélovat cisté pradlo od pouzitého (Cist¢é méd byt uloZeno tak, aby se zabranilo
kontaminaci). Pouzité pradlo se zbyte¢né nevifi, neroztiepadva, nepokladad na zem, ale
ihned se uklada do pytlu. Protoze se v ptipad¢ infekci Clostridium difficile jedna o
alimentarni ndkazu je dilezitd individualizace pomiicek. Proto je lepsi upfednostiiovat
jednorazové zdravotnické pomicky a prostiedky. Dale je dualezité provadét tklid a
ucinnou dezinfekci ploch, pouZité nastroje a pomicky (uréené k opakovanému pouziti)
thned vkladat do dezinfekéniho roztoku. Dal§im tkolem je zajistit dohled nad

dodrzovanim osobni hygieny pacientt. (26)

Dodrzovanim téchto hygienickych a protiepidemickych zasad se minimalizuje
riziko dalSiho Sifeni ndkazy mezi pacienty a persondlem pfisluSného zdravotnického

zatizeni. (19)

Kontrola, nad dodrzovanim téchto zasad, spada do kompetence vedouciho
zamé&stnance piisluSného zdravotnického zafizeni. Organem, vykonavajicim statni
zdravotni dozor, nad dodrZzovanim hygienickych a protiepidemickych opatieni je
piislusna krajska hygienicka stanice. Provadi pravidelna Setfeni v této oblasti, pofizuje

zapisy, které predklada vedeni pfislusného zafizeni i s navrhy napravnych opatteni. (26)
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1.7 Diagnostika

Jak uz vyplyva zklinickych projevi,, je CDAD zdvazné zivot ohrozujici
onemocnéni, proto je dualezita jeho vcasna diagnostika. Ta je zalozend na klinickém
obrazu a detekci toxinii A a B. Skutecnosti je, Ze tato infekce je v praxi pomérn¢ obtizné
diagnostikovatelna, proto se doporucuji pouzivat kombinace diagnostickych testd a pro
oveéteni vysledkll provadét i kultivaci. Protoze vSechny toxigenni kmeny C. difficile
produkuji toxin B, je vhodné pouzit k jejich prikazu detekci genu tcdB pomoci

molekularné genetickych metod. (42, 8)

1.7.1 Imunochromatografie

Toxiny ze stolice lze detekovat prostiednictvim imunochromatografie, ktera
funguje na principu vazby antigenu a protilatky. K realizaci slouzi komercné dodavané
sady C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ od firmy Techlab. Sada obsahuje reagencie,
kterymi jsou kojugat, diluent, substrat a promyvaci roztok. Dalsi soucasti je testovaci

kazeta, v niz samotna reakce probiha. Pro pienos vzorku se pouziva kalibrovana pipeta.

(34)

Kalibrovana pipeta pro pfenos vzorku:
500 uL. 400 pL 25 L

- ‘

Prvnim krokem je fedéni vzorku. Pomoci kalibrované pipety se pienese 25 pl

vzorku do zkumavky, ktera obsahuje 750 ul Diluentu a nakonec se vkapne 1 kapka
Conjugdtu a vse se promicha. Poté se 500 pl nafedén¢ho vzorku pfenese do jamky, pro
aplikaci vzorku Sample Well a necha se inkubovat 15 minut pii pokojové teploté.
V dalsi fazi dochéazi k promyvani. 300 pl promyvaciho pufru se aplikuje do reakéniho
okna (Reaction Window) a necha se vsaknout. Nasledn¢ se aplikuji dvé kapky substratu
do reak¢niho okna, necha se inkubovat pti pokojoveé teploté a po 10 minutach odecitame

vysledek testu. (34) (ptiloha ¢. 3)
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Vyhodnoceni testu:

AQ @ { Ag W Tox
G GIFE COMPLETE J \_ . DIFF COMPLETE . DIFF COMMETE

Pozitivni Antigen  Pozitivni Antigen Negativni
i Toxin

Zdroj: (34)

1.7.2 Mikroskopicky prukaz Clostridium difficile
Zhotoveni mikroskopického preparatu spociva v provedeni natéru z nativni
stolice na podlozni sklicko. Nasleduje fixace nad plamenem kahanu a barveni dle

Grama.

Barveni dle Grama

Zhotoveny preparat po fixaci a vychladnuti pfevrstvime krystalovou violeti a
nechame putsobit 20 sekund. Potom barvu slijeme a preparat oplachneme vodou.
Nasledné preparat prelijeme Lugolovym roztokem a nechame opét plisobit 20 sekund.
Nasleduje dalsi oplach vodou a odbarvovani alkoholem nejdéle po dobu 20 sekund.
Opét oplachneme vodou a dobarvujeme safraninem poptipadé¢ karbolfuchsinem po dobu
40 sekund. Naposledy oplachneme vodou, osuSime a prohlizime pod mikroskopem.
Hodnoti se pfedevsim leukocytdza a piitomnost klostridiovych tyc¢ek. Jedna se o silné,

rovné gramlabilni tycky. (18)

1.7.3 Kultivace

Dalsi moznosti je kultivace Clostridium difficile za pouziti selektivnich pad.
Jedna se o pudy umoznujici diky ptidatnym latkam (jako je cykloserin) rist jen
nékterym druhtim bakterii, rdst ostatnich bakterii potlacuji. (18, 4) lJelikoz je

Clostridium difficile i soucasti normalni stfevni flory samotna kultivace pro potvrzeni

27



diagnozy nestaci. Provadi se spolecné s pritkazem toxinl ve stolici. ProtoZe je kultivace
Casove narocna a pravé cas hraje pii stanoveni diagnézy vyznamnou roli, voli se vzdy
v kombinaci s prikazem toxini a slouzi pfedev§im k potvrzeni diagndzy. Samotna
kultivace musi probihat v anaerobnim prostfedi (tj. bez piistupu kysliku), pfi teploté
37°C. Clostridium difficile roste ve form¢ Sedobilych az bélavych kolonii S nerovnymi
okraji bez zony hemolyzy. Vyhodou kultivace je jeji citlivost (85-100 %), naopak
nevyhodou, ze prostiednictvim kultivace nelze odlisit toxické a netoxické kmeny CD.
Jako dal$i nevyhodu, miZzeme povaZovat casovou dostupnost vysledkd, ktera je 2 az 3
dny. Casté je jeji pouziti pro stanoveni citlivosti na antibiotika — u CD citlivost

k vankomycinu. (24)

1.7.4 EIA (ELISA)

Rutinné pouzivanou metodou je EIA. Jednd se o enzymaticky test pro prukaz
toxint ve stolici. Ta by méla byt zpracovana optimalné¢ do dvou hodin od odebrani
vzorku. Vyhodou je moznost zpracovani vétSiho poctu vzorkd najednou. (40 N)
Specifita této metody je 65-100%, naproti tomu senzitivita jen 65-96%. Vysledky
vySetfeni jsou kdispozici jiz za 4 hodiny. Kvili pomémé nizké senzitivité je

doporuceno pti negativnim vysledku prvniho vysetieni testovat dalsi vzorek. (20)

1.7.5PCR

Dalsi dostupnou metodou pro detekci toxinti je PCR (polymerazova fetézova
reakce). Jedna se o reakci vysoce specifickou (100%), citlivost dosahuje 92-97%.
Hlavni vyhodou je pravé jeji citlivost @ moznost pouziti K priikazu vir, mykobakterii a
nékterych mikroorganismu, kde je kultivace Casové narocna nebo neni mozna. (20)
Diky rychlé dostupnosti vysledki a malému mnozstvi materialu, ktery je zapotiebi, patii

Kk nejpouzivanéjsim metodam genetické analyzy. (16)

Obecnym principem je opakovand replikace ohrani¢eného useku DNA
specifickymi primery. Detekce Clostridium difficile pomoci PCR probiha v né€kolika
krocich. Nejprve je tifeba izolovat DNA, ktera je uloZena v jadfe buinky, v bunéénych
strukturdch zvanych chromozomy. Pro izolaci jsou k dispozici specidlni sety, obsahujici

potiebnd c¢inidla. Jednim z téchto setl, ktery pouZzivaji i v laboratofi molekularni
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biologie a genetiky v Nemocnici CB a.s. je ,,QlAamp®-. Obsahuje lyzaéni roztok, ktery
je dilezity pro uvolnéni DNA. Ten zplsobi rozpusSténi biomembran a denaturaci
proteinii. Dal$im, pouzivanym c¢inidlem je proteindza K. Jejim tkolem je rozsStépeni
bilkovin, které jsou navdzané i na strukturu DNA. lzolace probihd také za pouziti
vortexu, coz je pristroj na protfepavani, centrifugy a suché lazné (dry bath), ktera slouzi

pro udrzeni teploty 56°C.

Samotnou PCR reakci muzeme rozdélit do tfi fazi. V prvni fazi probihd
denaturace. Protoze ma DNA strukturu dvojité sroubovice, je zapotiebi od sebe vldkna
oddélit. VIdkna Sroubovice jsou spojena vazbami, které oznacujeme jako vodikové
mustky. K jejich oddé€leni staci zahtati na teplotu 95°C. Dalsim krokem je tzv.
,annealing*, pii kterém dochazi k ochlazeni na 50-60°C. V této fazi Se primery
pfipojuji k templatové DNA. V posledni fazi dochazi za pomoci enzymu Taq
polymerazy k syntéze nového komplementarniho fetézce. Teplota se pohybuje kolem 72
az 80 °C podle pouzit¢ DNA polymerazy. Jedna se o termostabilni enzym, izolovany
z bakterie Thermus aquaticus. Tyto tii kroky, oznacujeme jako cyklus, ktery se neustale
opakuje za neustalého monitorovani teploty. (7) Na konci kazdého cyklu vznikne

dvojnasobné mnozstvi DNA, pfi¢emz samotny cyklus trva jen nékolik minut. (16)

Prakticky tato reakce probiha v pfistroji zvaném ,,termocycler*. Zkumavky
s reakéni smési jsou zde ulozeny do kovového bloku a cela reakce je fizena podle

predem zvoleného programu. Po dvou hodinach probéhne 30 cykli a z jedné molekuly

DNA vznikne asi 10° kopii.

Elektroforéza (ELFO)

Vysledek PCR reakce se detekuje na agaré6zovém gelu pomoci elektroforézy.
Nukleové kyseliny nesou V zésaditém prostiedi zaporny ndboj, proto je mozné je
elektroforeticky oddglit. Na nosi¢, ktery tvoii 2 % agardzovy gel, se spolecné se vzorky
nanese pozitivni kontrola a vlozi se do elektroforetické vany obsahujici dvé elektrody
(katodu a anodu) a pufr. Potom se piipoj zdroj stejnosmérného napéti. Nukleové

kyseliny putuji v elektrickém poli od katody k anod¢. Delsi fetézce jsou v gelu vice
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zadrzovéany a jejich pohyb je pomalejsi. 2 % agar6zovy gel pfipravime rozvarenim
jednoho gramu agarozy v 50 mililitrech 1x TBE pufru. Po zchladnuti se pfidava kapka
ethidium bromidu. Jedna se o jedovatou latku, ktera se interkaluje do dvousroubovicové
DNA a zpusobi, ze DNA pod UV svétlem emituje zafeni, a tim nam umozni odecet
vysledkli — pfitomnost ¢i nepfitomnost prouzkit DNA piipadné jejich vzdalenost od
startu a tedy jejich pfibliznou délku. Nevyhodou je prace sjedem, pii niz musi byt
zajisténo odsavani. Odecet vysledki se provadi z fotografie na monitoru pocitace,

popfipad¢ ru¢né na transiluminatoru. (7)

1.7.6 Kvantitativni real - time PCR
Jedna se o moderni metodu molekuldrni biologie. Umoziuje rychlou a citlivou

detekci a kvantifikaci specifického useku DNA nebo RNA.

Oproti klasické PCR nam umoziuje sledovat pribéh polymerazové tfetézové
reakce piimo béhem reakce (tzv. ,,v redlném case*) a monitorovat piirustky produktu
béhem kazdého cyklu. Mnozstvi produktu je detekovano pomoci fluorescencni sondy,
obsahujici barvivo. Dokud je barvivo navazané na sondég, neni schopné fluorescence.
Tuto schopnost ziska po uvolnéni do roztoku. Plati zde pfima iméra mezi mnozstvim
produktu PCR reakce a intenzitou fluorescence. Tato reakce probihd v pfistroji
,cyeler”, ktery umoznuje detekovat fluorescenci v kazdém cyklu PCR a specidlni
software zobrazi mnozstvi fluorescence, odpovidajici mnoZstvi produktu v redlném
Case. Dalsi vyhodou zde je vypusténi detekce produktu na gelu pomoci elektroforézy.

(12)

Kvantifikace (ur€eni mnozstvi PCR produktu) se provadi prostfednictvim
amplifikacnich kfivek, které ziskdme vynesenim namétené fluorescence na osu y a
poctem cykll na osu x. Kfivka je esovité zakiivend a déli se na 3 ¢asti. Prvni faze je
oznacovana jako ,background“. Jednd se o stav, kdy je produktu tak malo, Ze je
fluorescence neméfitelnd. Ve druhé exponencialni fazi, jak uz zndzvu vyplyva,
mnozstvi produktu exponencialné vzriistd. Ve tieti fazi nedochazi k dalSimu naristu

mnozstvi produktu, tedy i intenzita fluorescence zustava konstantni. (12)
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1.7.7 Endoskopické vySetieni

Dalsi vysetfeni vyznamné pro diagnostiku je endoskopické vySetieni stieva, pfi
némz je moznost provést biopsii vzorku. Ta se ale kvuli riziku perforace stifeva
nedoporucuje pii zavazném prabéhu a u onkologickych pacientli. Makroskopicky obraz

tohoto vysetfeni jsou nazloutlé pablany na stfevni sliznici. (20)

1.8 Vyskyt infekce v letech 2005-2011

Protoze Clostridium difficile patii mezi infek¢éni patogeny, plati stejné jako u
ostatnich infek¢nich onemocnéni povinny systém hlaseni. Pro tyto ucely byl vypracovan
systém EPIDAT. Ten je celostatné pouzivan od roku 1993 na oddélenich epidemiologie
a také organy ochrany vefejného zdravi. U vSech nemoci se vypliiuje epidemiologicky
dotaznik na zadklad¢ zadané diagnézy. Epidemiologické informace jsou pro vetejnost
kazdy mésic uvetejnovany v ¢asopise ,, Zpravy Centra epidemiologie a mikrobiologie.
Infekce vyvolané Clostridium difficile spadaji pod diagnozu A04. Pod timto kodem se

skryva nazev ,,Jiné bakteridlni stievni infekce . (28)

Tabulka 2: Vyskyt jinych bakterialnich sti‘evnich infekci v letech 2005-2011

DG Nazev 2005 | 2006 | 2007 2008 2009 2010 | 2011

onemocnéni

A04 Jiné bakter. | 2704 | 2471 | 2831 |3305 |3178 |3343 |4607

stfevni

infekce

Zdroj: (32)
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cile prace

Cilem prace je porovnat citlivost jednotlivych metod pouzivanych k prukazu
Clostridium difficile v laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici Ceské
Budgjovice a.s. Dale porovnat ¢asovou dostupnost vysledkl jednotlivych analyz pro
piipady rychlého vyvoje onemocnéni v nemocni¢nich zafizenich a najit tak optimalni

metodu pro prukaz této bakterie.

2.2 Hypotézy
Piedpokladam, ze prikaz pomoci real-time PCR je z dostupnych metod detekce

Clostridium difficile nejrychlejsi.
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3. Metodika

3.1 Struktura a vybaveni laboratore

Pro PCR diagnostiku je zapotiebi funk¢ni ¢lenéni pracoviste, aby se zabranilo

kontaminaci vzorktl a tim se ptedeslo faleSn€ pozitivnim vysledkiim.

3.1.1 Izola¢ni mistnost

V izolacni mistnosti probihd izolace bakteridlni DNA, dale je zde mozné
uchovavani vzorki. Tato mistnost je vybavena dvéma boxy s laminarnim proudénim a
HEPA filtry, ve kterych se manipuluje se vzorky. Mezi dalsi pfistrojové vybaveni patii

centrifugy, sucha lazen a vortex.
e AccuBlock — Dry bath od firmy Labnet

Jedna se o termostat s Sirokym teplotnim rozsahem (+5 °C az 150°C).
Pozadovanou teplotu lze snadno nastavit pomoci Sipek a hodnoty se zobrazuji na
digitalnim displeji. Uvnitt bloku dochazi k rovnomérnému rozlozeni teploty tak, Ze

vSechny vzorky jsou vystaveny stejné teploté nezdvisle na jejich umisténi.
e Centrifuga — Centrifuge 5417 R od firmy Eppendorf

Jedna se o stolni odstfedivku s aktivnim chlazenim a nastavitelnou rychlosti

otacek (az 25 000 g). Je uréena pro praci s mikrozkumavkami a PCR-stripy.

e Vortex — Vortex Mixer VX 100 od firmy Labnet (umoziuje protiepani a
promichani vzorku)

e Laminarni box — Aura vertical S.D.4

Jedna se o lamindrni box s vertikalnim proudénim. Je vybaven dvéma HEPA
filtry, které odstranuji castice vétsi nez 0,3um s U€innosti 99,99%. Jeho soucasti je
ovlada¢ vnitiniho osvétleni a UV svétla. Usporadani boxu chrani nejen piedméty v boxu

ale i pracovnika a vnéjsi prostiedi.

e Rukavice — Vasco sensitive, dodavatel B. Braun Medical s.r.o.
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Pro ochranu pracovnikt jsou k dispozici v riznych velikostech sterilni latexové
rukavice bez pudru. Vnitini vrstva je ze syntetického materidlu, jehoz slozeni snizuje

riziko vzniku alergické reakce.
e Mikrozkumavky

Jednd se o uzaviratelné mikrozkumavky, vyrobené z polypropylenu odolného
vuci vysokym teplotdm i chemickym latkam. Diky tepelné odolnosti se provadi jejich

resterilizace v autoklavu (121°C, 21 minut).

e Pipeta — Pasteurova (plastova)
e Mikropipety — Finnpipette Digital (objemy: 0,5-5 ul, 1-10 upl, 2-20 pl,
10-100 pl, 100-1000 pl)

Jedna se o autoklavovatelné pipety, pracujici na principu nasavani a vytlacovani
vzduchu. Jejich objem je nastavitelny a pravé nastaveny objem je zobrazen v okénku na
téle pipety. Kazda pipeta ma urcity objemovy rozsah. Pfi praci se pouzivaji odnimatelné

jednorazové $picky s filtrem. Jsou vyrobeny z ¢irého polypropylenu bez ptimési.
e Set reagencii QIAamp DNA Mini (250) Kit — vyrobce QIAGEN

3.1.2 Master mix

Jedna se o mistnost, ve které se pfipravuji reagencni master mixy pro PCR
reakce. Do této mistnosti nevstupuje izolat, klinicky materidl ani produkt.
K nezbytnému vybaveni patii mikrocentrifugy, vortex, PCR box, chladici a mrazici

zatizeni pro uchovavani reak¢nich €inidel.

Pro prikaz gent pro produkci toxinu Clostridium difficile se master mixy
nepfipravuji, protoZe jsou soucdsti komercné vyrdbénych setl. Tato skuteCnost

urychluje diagnostiku této patogenni bakterie.
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3.1.3 PCR mistnost

V této mistnosti jsou umistény piistroje cyclery a dale analyzator PCR.

e T3 Thermocycler vyrabi Whatman Biometra, Rudolf-Wissell-Strasse 30,

Gottingen, Germany

Jedna se o programovatelny termocycler s Sestitddkovym displejem, ktery

umoziuje kontrolovat prib¢h reakce.
e Analyzator PCR — Rotor Gene Q od firmy QIAGEN

Jedna se cycler pro metody real-time PCR. Poskytuje optické spektrum o
rozsahu od 470 do 710 nm.

3.1.4ELFO
Jedna se o mistnost, ve které se klasicky provadi odecet vzorkiit PCR pomoci
elektroforézy. Ale v piipadé mé prace (se sety ,, hyplex ) byly produkty po amplifikaci

dale hybridizovany a ve vysledku méfena absorbance vzniklého zbarveni.
Pomicky, ptistroje pro ELFO:

e 2 % agardzovy gel — pfipravime rozvafenim 1 g agar6zy v 50 ml 1x TBE pufru.
e Zdroj napéti — Biometra Power Pack P25 T

e ELFO vana- SCIE — PLAS

e Ethidium bromid

e ELFO pufr — 1x TBE pufr (slozeni: Tris, kyselina borita, EDTA)

e Digestoi — Merci s.r.0.

e Transiluminator — Biometra

e Pfistroj pro vyhodnoceni - MiniBis

3.2 Postup pri izolaci bakterialni DNA
Izolaci bakteridlni DNA je mozno provést rlznymi zplsoby, od téch
automatizovanych, kdy ji za néas provede pfistroj az po ru¢ni. V tomto piipadé byla

pouZita ruéni izolace pomoci kolonek za pouZiti setu reagencii QlAamp DNA Mini Kit.

35



Vzorek byl pievzat ve formé stolice v odbérové zkumavce. Vzorek byl nasledné
resuspendovan v PBS pufru (fosfatovy pufr + 0,9 M NaCl). Vznikla suspenze byla dale
prefiltrovana, aby doslo k oddéleni pevnych ¢astic stolice. Piefiltrovany roztok byl
zcenrifugovan a ze vzniklého sedimentu byla provedena izolace bakterialni DNA podle
postupu uvedeného nize. Na kazdy vzorek bylo potieba si ptipravit 2 mikrozkumavky, 1
kolonku, 2 sbérné zkumavky. Izolace probihala v laminarnim boxu, ktery se pied

zapocetim prace sterilizoval ultrafialovym zafenim.

Tabulka 3: Obsah setu pro izolaci DNA QlAamp DNA Mini Kit

QIlAamp DNA Kits Mini (250)

Kolonka 250

Sbérnd zkumavka 750
Pufr AL 54 ml
Pufr ATL 50 mi
Pufr AW1 95 ml
Pufr AW2 66 ml
Pufr AE 110 ml

Proteinaza K 6 ml

Zdroj: (30)
Postup pfi ru¢ni izolaci

e zapneme suchou lazen na teplotu 56°C a druhou na 70 °C

e do pfipravenych mikrozkumavek pipetou preneseme 20 ul proteinazy K
e piidame sediment + 180 ul ATL pufru

e dikladné zvortexujeme (min. 20 s)

e inkubace 20 minut pii 56°C

e piidame 200 pl AL pufru

e inkubace 30 minut pii 70 °C

e piidame 200 pl 100% etanolu

e opét zvortexujeme (205)
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e opatrn¢ pielijeme do ptipravenych kolonek

¢ nasleduje centrifugace 1 minutu pii 6000g

e kolonky pfenddme do ¢istych zkumavek a pfidame 500 pl AW1 pufru

e centrifugace 1min/6000g

¢ kolonky pfenddme do ¢istych zkumavek a pfidame 500 pl AW2 pufru

e centrifugace 3 min/13000g

e kolonky pfendame do sterilnich mikrozkumavek a ptidime 100 ul AE pufru
(56°C)

e inkubace 3 minuty pii pokojové teploté

e centrifugace 1 min/6000g

Vyizolovanou DNA lze uchovavat pfi teplot¢ 4°C maximalné po dobu tii dnd.

Pro dlouhodobé uchovani slouzi zamrazeni na -20°C. (23)

3.3 Hyplex® ClosTox

Jedna se o piimy prikaz kmend Clostridium difficile, které jsou geneticky
schopné produkovat toxiny. Jedna se o in vitro test, K jehoz provedeni se pouziva set od
firmy BAG Health Care s nazvem ,, hyplex® ClosTox . Tento set umoziuje citlivou a
presnou PCR diagnostiku ptedevs§im diky nasledné hybridizaci s imobilizovanou
sondou. Pfed samotnym provedenim testu je nutné provést izolaci bakterialni DNA. (viz
kapitola 3.2) (2)

3.3.1 Princip testu

Tento set obsahuje znacené oligonukleotidové primery, které umoznuji soucasné
a pfitom specificky zmnozit rizné oblasti DNA v jedné PCR reakci. V ptfitomnosti
ptislusné DNA jsou kromé interni kontroly inhibice tvofeny specifické amplifikace
genu tcdB pro cytotoxin B, které mohou byt nasledné zobrazeny pomoci hybridiza¢niho
modulu Ayplex® ClosTox. K tomuto produktu se piida specificka sonda, ktera je
ukotvena na polystyrenovém povrchu mikrotitrani desticky. Za pomoci hybridiza¢niho
pufru probiha hybridizace komplementarnich sekvenci, které mohou byt nasledné

detekovany metodou ELISA. Po nékolika promyvacich krocich je pfidana konjugat-
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peroxidaza (POD). Ta se vysoce specificky vaze na znacenou oligonukleotidovou
sondu, ktera se navazala na PCR produkt. Po provedeni dalSich mycich kroku se piida
TMB substrat a vznika modré zbarveni. Reakce je ukoncena po piidani ,,stop “ roztoku,
pfitom je pozorovdna zmeéna zbarveni do zluta. Nésledné je fotometricky métena
absorbance pii vlnové délce 450 nm. Pozitivni signaly znac¢i zmnozeni (amplifikaci)

urcité oblasti DNA a s ni pfitomnost pfislusného genu ve vzorku. (2)

3.3.2 Reagencie

Obsah PCR modulu

Reakéni ¢inidla jednoho baleni staci pro 96 stanoveni. Kazda souprava obsahuje:

e Smés primerd (240 pl) — nadobka se zelenym vickem (Obsahuje znacené
oligonukleotidové primery a vnitini kontrolu inhibice)

e Smé¢s nukleotidt (120 pl) — nadobka se zlutym vickem (obsahuje nukleotidy
dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

e Negativni kontrola (100 pl) — nddobka s modrym vickem

Tato reakéni ¢inidla se po obdrzeni uchovavaji pii teploté -20 °C. Je tieba se
vyhnout ¢astému rozmrazovani a zamrazovani. Po prvnim pouZiti je teplota skladovani

2-8 °C, ¢inidla pak musi byt spotfebovana do 3 mésica. (2)

Obsah hybridiza¢nich modula
Cinidla jedné soupravy stadi pro 48 stanoveni. Jednd se o specifické

oligonukleotidové sondy pro reverzni hybridizaci. Kazda sada obsahuje:

e Kontrolni ¢inidlo (blank)

e Barevné znacené jamky se specifickou oligonukleotidovou sondou pro detekci
ptisluSného genu (tmavé hnédé)

e Barevné znacené jamky se specifickou oligonukleotidovou sondou pro interni
kontrolu inhibice (tmavé modré)

e Hybridizacni roztok (10 ml)

e Promyvaci roztok (100 ml)
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e  Promyvaci pufr (20x koncentrovany) — 12 ml (obsahuje fosfatovy pufr, detergent
a konzervacni latky)

e Konjugat (100x koncentrovany) — 120 pl — nadobka s prihlednym vickem

e TMB roztok substratu (12 ml)

e  Stop roztok (12 ml) — 25% kyselina fosfore¢na

Kromé¢ toho je zapotiebi dalSich reak¢nich ¢inidel a pfislusenstvi. K nim patii
termostabilni DNA polymeraza, PCR reak¢ni pufr, dvakrat destilovana voda, hyplex®
lyzaéni pufr, filtracni lahvicky. K potfebnému pfislusenstvi patfi termoblok, PCR
reak¢ni nadoby, termocykler, pipety riznych objemut s riznymi Spickami, inkubator,
fotometr pro méteni vysledk v mikrotitra¢nich destickach pfi vlnovych délkach 450

nm a 620 nm. (2)

3.3.3 Provedeni

Podle nasledujiciho schématu byla pfipravena amplifikacni reakce.

5 ul vzorku + 1pl smési nukleotidii + 2 pl smési primert + 5 pul PCR reakéniho
pufru + 0,2 ul DNA polymerazy doplnit do 50 ul destilovanou vodou. Nasledné byly na
PCR termocykleru nastaveny tyto parametry. (viz tabulka ¢. 4)

Tabulka 4: Parametry pro PCR

Cyklus Teplota (°C) Cas Reakce
1x 94 5 min Pocate¢ni denaturace DNA
35-x 94 255 Denaturace DNA
52 25s Vazba primert
72 45s Elongace DNA
1x 72 3 min Zavere€na syntéza
Zdroj: (2)

Po ukonceni PCR musi byt rekéni smés uchovavana pii teploté 4-8 °C dokud

neni provedena reverzni hybridizace. (2)
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Dalsim krokem je reverzni hybridizace. V termocykleru byla provedena
denaturace PCR produkti pii 95 °C po dobu deseti minut. 5 pl PCR produktu bylo
ptidano k 50 ul hybridiza¢niho roztoku (o teploté 2-8 °C) a dobie promichano. Z toho
50 ul bylo rychle odpipetovano do piislusné jamky mikrotitraéni desti¢ky, desticka byla
zakryta a nasledovala inkubace 30 minut pii 50 °C. V dal§im kroku byly jamky
vyprazdnény a tfikrat kratce promyty 200 ul piredehiatého promyvaciho roztoku. Po
skon¢eni promyvani byla desticka umisténa na papirovy ubrousek a zcela odstranény
zbytky kapaliny z jamek. Nasledn¢ bylo provedeno kratké promyti jamek za pouziti 200
ul promyvaciho pufru pii pokojové teploté. Poté bylo do kazdé jamky napipetovano 100
ul konjugatu a provedena 30-minutova inkubace pii pokojové teploté. Nasledné bylo
znovu provedeno vyprazdnéni jamek a ty byly opét tfikrat kratce promyty 200 pl
promyvaciho pufru pii pokojové teploté. Dale bylo do kazdé jamky ptidano 100 ul
hotového TMB substratu. Mikrotitracni desticka se nechala inkubovat 15 minut pfi
pokojové teploté. Cas byl poditan od piidani substratu do prvni jamky. Reakce byla
zastavena piidanim 100 pl stop ¢inidla do kazdé jamky. Poslednim krokem bylo
zméfeni absorbance jednotlivych jamek pii vinové délce 450 nm. Méfeni by mélo byt

provedeno do 60 minut po zastaveni reakce. (2)
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3.3.4 Hodnoceni testu

Test je mozné vyhodnotit pouze pfi splnéni nasledujicich podminek:

. Nameétend absorbance blanku musi byt < 0,200
o Nameéfena absorbance negativni kontroly (ENC) je < 0,200
J Zjisténa absorbance pozitivni kontroly musi byt (IHC) > 1,000

Pacientské vzorky s nameéfenymi hodnotami absorbance vyssi nez 0,300
hodnotime jako pozitivni. Pokud je naméfend hodnota absorbance vyssi nez trojnasobek
absorbance negativni kontroly a mensi nez 0,300 jedna se o hraniéni vysledek a mélo by
byt provedeno nové méfeni. Pokud je naméfend absorbance niz§i nez trojndsobek
absorbance negativni kontroly nebo mensi nez 0,150, je vysledek posuzovan jako
negativni. Pro tento pfipad musi byt absorbance vnitini kontroly inhibice vys§i nez
0,300. Vzorky shodnotami absorbance mensimi neZz je trojnasobek absorbance
negativni kontroly nebo mensimi nez 0,150 a hodnotou absorbance pro vnitini kontrolu

inhibice mensi nez 0,300 se hodnoti jako inhibované. (2)

Obdobnym testem, od stejné firmy, ktery slouzi k detekci hypervirulentni
varianty C. difficile, je Hyplex® ClosTox 027. Je urCen pro detekci mutace
Vv regulacnim genu, ktera vede k nadmérné tvorbé toxint, napt.: u ribotypu 027. Princip
testu i podminky pro hodnoceni jsou stejné jako u piedchozi varianty Hyplex®
ClosTox. (1)

3.4 GeneXpert systém

Jedna se o systém od firmy Cepheid, zahrnujici automatickou izolaci nukleové
kyseliny, jeji detekci ve vzorku pomoci real-time PCR a automatické zpracovani a
vyhodnoceni vysledkii. Tento se systém se skladd z ctecky carovych koda a
analyzatoru, kde v kazeté probiha izolace, amplifikace DNA s detekci. Soucasti systému
je také pocitac, jehoz soucasti je software pro analyzu vysledkt. VyZzaduje pouZzivani
jednorazovych kazet, diky nimz je eliminovéna kiizovd kontaminace mezi vzorky.

Jejich soucasti jsou ¢inidla pro izolaci DNA a PCR reakci.
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Primery a sondy v Xpert C. Difficile testu jsou schopny detekovat sekvence
v genech pro toxin B (tcdB), prukaz genu CDT (binarni toxin) a pfitomnost mutace
vregulacnim genu tcdC, pifi které dochdzi ke zvySené tvorbé toxinli (napf.:

hypervirulentni ribotypy 027). (6)
Cinidla:

e Cinidlo 1 (Tris, EDTA a povrchové aktivni latky)
e Cinidlo 2 (hydroxid sodny)

e Cinidlo pro vzorek S (guanidinium thiokyanat a povrchové aktivni latky)
Dalsi potfebny material:

e Suchy tampon pro pienos vzorku
e \Vortex

e Fosfatovy pufr

e Sterilni mikropipety + Spicky

e Pipeta — Pasteurova (plastova)

3.4.1 Postup zpracovani vzorku

Vzorek biologického materidlu byl do laboratofe dodan v odbérové nadobé ve
form¢ stolice. Pro ptipravu analyzy byla ptipravena ¢inidla ze setu Xpert C. difficile,
ktera jsou uchovavana v lednici. Jako prvni byla z obalu vyjmuta kazeta, jejiz soucasti
jsou 3 otvory, znacené 1, 2, S. (pfiloha ¢. 1) U lahvi¢ky s ¢inidlem, znacené ¢islem 1 byl
odstranén uzavér a jeji obsah byl opatrné pienesen do otvoru kazety s ¢islem 1. To
stejné bylo provedeno s lahvickou ¢islo 2, jen obsah byl pfenesen do otvoru s ¢islem 2.
Nasledné byla provedena piiprava vzorku. Ke vzorku byl piidan plastovou pipetou
fosfatovy pufr, mikrozkumavka se nasledné uzaviela a obsah byl zvortexovan. Nasledné
byla zkumavka odstavena, aby se veskeré pevné ¢astice usadily na jeji dno. Pomoci
suchého vatového tamponu byl vzorek ze zkumavky ptenesen do ¢inidla pro vzorek,
s oznatenim S. Cely objem byl potom plastovou pipetou pienesen do kazety, do

posledniho volného otvoru, oznaceného S. Veskera prace byla provedena v laminarnim
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boxu, ktery byl pied zacatkem prace vysterilizovan ultrafialovym zafenim. Kazeta byla
uzaviena a pienesena do vedlejsi mistnosti Kk analyzatoru GeneXpert. Zde byl spustén
pocita¢, kazeta vlozena do analyzatoru a v systému GeneXpert zvolen ,, Create Test*.
V dalsim kroku bylo zadéno identifika¢ni Cislo vzorku a ¢teCkou naskenovéan carovy
kod z kazety. Pro spusténi testu se kliklo na tlac¢itko ,, Start Test”. Cela analyza trvala
asi 45 minut, a béhem jejiho pribéhu bylo mozné pribézné sledovat nartst barevnych
kiivek. Vysledky byly po skonceni analyzy zobrazeny Vv okné¢ na zakladé namétenych
fluorescenc¢nich signali a vypocetnich algoritmd, které jsou zabudovany v systému

GeneExpert Dx. (6)

Vyrobce uvadi, ze analyticka specificita podle provedenych americkych studii

dosahuje 100% a analyticka citlivost 95%. (6)

GeneXpert systém je pomérné¢ nakladnd metoda, avSak velice citliva, pfesna a
rychla. Vysledky mame k dispozici do jedné hodiny, proto je vhodna také pro statimové

vzorky. Jedna se o urgentni vzorky, vyzadujici okamzité zpracovani.
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4. Vysledky

4.1 Hodnoceni vysledkii Hyplex® ClosTox testu
Tento test, jak jiz bylo uvedeno, se realizuje na mikrotitra¢ni desticce, do niz se
podle navodu nanesou reakéni ¢inidla. Jako konecny produkt vznika Zluté zbarveni,

jehoz absorbanci fotometricky zmétime.

Zdroj: (3)

Cim syt&jsi je zluta barva, tim vy3$i je hodnota naméfené absorbance a pozitivita

vzorkt. Vysledky jsou dostupné béhem 4 az 5 hodin.

4.2 Hodnoceni vysledkii GeneXpert systému

U tohoto systému veskeré vyhodnoceni vysledkd, véetné grafického znazornéni
provadi program. Ve vysledku se ndm zobrazi okno, na kterém vidime 4 riznobarevné
amplifikacni kiivky, z nichZ jednu tvoii kontrola. Ta slouzi jako zaruka, Ze vzorek byl

spravné zpracovan a dale k odhaleni mozné inhibice. Pokud je vzorek negativni, méla
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by kontrola byt pozitivni, a pokud mame pozitivni vzorek, mize byt negativni nebo

pozitivni. (6)

4.2.1 Pozitivni vzorek — pritomnost vSech genti pro produkci toxini

V tomto okné¢ vidime nartst Cervené amplifikacni kiivky, ktera symbolizuje
pritomnost genu pro binarni toxin. Dalsi zelend nartstajici kiivka znaci ptitomnost genu
pro toxin B a tmavé modrad nariistajici kiivka znaci pfitomnost mutace v regulacnim
genu tcdC genu (prezentovano jako potencionalni ribotyp 027). Svétle modra barva

znaci kontrolu, zde k nartstu kiivky nedoslo.

»|[ Testand Analyte Result | Detail || Errors | History |

Assay Name xXpert C difficile Version 2
w5 PRESOMPIEPOS
Analyte Ct EndPt Analyte Result Frobe
MName Check
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oo vl [.7] SPC; Primary B
¥l || Toxin B; Primary

700 [v] |Z Binary Toxin; Primary
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500

500

400

Fluorescence
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4.2.2 Pozitivni vzorek — pFitomnost genu pro cytotoxin B
Na tomto grafu je vidét pouze narustajici kiivka, kterd znaci pfitomnost genu pro

cytotoxin B. Pfitomnost genu pro bindrni toxin a tcdC genu nebyla prokazana.

1iff POSITIVE
RESUMPTIVE NE
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4.2.3 Negativni vzorek

V ptipad¢ tohoto grafu se jednd o negativni vzorek. Nebyla prokdzana
ptitomnost genu pro produkci cytotoxinu B, ani binarniho toxinu ani genu tcdC pro
hypervirulentni ribotypy. DoSlo pouze k narGstu kiivky pro kontrolu, ktera zarucuje

spravnost zpracovani vzorku.

diff NEGATIVE
SUMPTIVE NE
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5. Diskuze

Protoze stfevni infekce vyvolané bakterii Clostridium difficile patii k velice
zédvaznym, je velice dilezita jejich vCasnd diagnostika. V mnoha ptipadech postihuji
hospitalizované pacienty, zejména ty oslabené nebo po ptedchozi antibiotické terapii.
Jejich ptivodci jsou Casto vysoce virulentni bakterialni kmeny, rezistentni k antibiotické

terapii a proto se fadi mezi vazné nozokomialni nakazy. (28, 42)

Pro ucely rychlé, ptesné a citlivé diagnostiky téchto kment jsem na pracovisti
molekularni biologie a genetiky vyzkouSela né€kolik metod pro detekci bakterie

Clostridium difficile a jejich toxint.

Prvni metodou byl test ,, hyplex® ClosTox “ od firmy BAG Health Care. Jedna se
0 Multiplex — PCR — Elisa systém pro detekci toxind A/B. Jeho provedeni spociva
v provedeni rucni izolace bakterialni DNA, dale provedeni PCR reakce a poslednim
krokem je reverzni hybridizace. Hodnoti se absorbance vzniklého Zlutého zbarveni
v mikrotitra¢ni desti¢ce pomoci fotometru. Vysledky jsou dostupné za 4 az 5 hodin.
Specificita testu byla testovana vyrobcem na 96 odlisnych kmenech rtznych druhi
mikroorganismi s vysledkem 100% specificity vramci referenénich kment. Pro
citlivost systému bylo vyrobcem testovano 10 riznych toxinogennich kment
Clostridium difficile nejriznéjsich ribotypu. Citlivost u testovanych referen¢nich kment
uvadi vyrobce 100%. (2)

Kromé¢ téchto vyhod existuje 1 fada nevyhod. Hlavnim problémem je Casova
naroc¢nost a pracnost provedeni. Jednalo se 0 metodu s dlouhym pracovnim postupem a
Cetnym pipetovanim, kdy diky lidské chybé mohlo snadno dojit ke kontaminaci a
naslednému znehodnoceni vysledkii. K dal$im patii nutnost pouZiti dvou souprav, ¢imz
narQsta i cena. Jedna souprava slouzi K provedeni PCR a druha pro reverzni hybridizaci.
Ani cCasova dostupnost vysledkti neni uspokojiva, vzhledem k zdvaznému prabéhu
onemocnéni. Dal§im pomérné diileZitym nedostatkem je nemoZznost prokazani binarniho
toxinu. A koneéné poslednim problémem je zastoupeni produktu v CR, protoZe firma

BAG Health Care ukonc¢ila prodej a distribuci celé fady Hyplex. (2)
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Obdobou tohoto testu je , Ayplex® ClosTox 027, jimz se detekuji
hypervirulentni varianty C. difficile. Tento test byl pokra¢ovanim po provedeni prikazu
toxinu B. V pfipad¢ pozitivity nasledovalo testovani ribotypu 027. Specificita i citlivost
testu udavané vyrobcem dosahuji rovnéz 100%. Zpisob provedeni i hodnoceni

vysledku jsou stejné jako u predchoziho testu, stejné tak vyhody a nevyhody pouziti. (1)

Z divodu ptevazujicich nevyhod se od pouzivani téchto metod v Nemocnici
Ceské Budgjovice a.s. postupné upustilo a byly nahrazeny metodou po mnoha strankach

vyhodné;jsi.

Jedna se o systém GeneExpert od firmy Cepheid. Jeho hlavni vyhodou je, Ze je
podstatné rychlejsi a oproti pfedchozim metoddm také automatizovany, ¢imz se snizuje
riziko znehodnoceni vysledkd. Vysledky jsou k dispozici do jedné hodiny. Je to dano
tim, ze systém zahrnuje jak automatickou izolaci nukleové kyseliny, jeji detekci pomoci
real-time PCR i zpracovani a zhodnoceni vysledkd. Samotna analyza trva asi 45 minut a
asi 15 minut zabere ptiprava vzorku a aplikace vzorku a reagencii do kazety. Hlavni
vyhodou je, ze test ,, Xpert C. Difficile je schopen identifikovat jak gen pro toxin B
(tcdB), tak pro binarni toxin (TCD), tak i pfitomnost mutace v regulaénim genu tcdC
soucasné v jedné analyze. Specificita dosahuje rovnéz 100% jako u ptedchozich metod.
Citlivost je uvadéna 95%, tedy niz$i nez u predchozich stanoveni, ale vzhledem
K jednoduchosti provedeni a ¢asové dostupnosti vysledki jsou ztraty citlivosti zcela
zanedbatelné. Z téchto duvodi se tento zplsob stanoveni jevi jako optimalni, i pies
pomérné vysoké finan¢ni ndklady a stal se rutinné pouZivanou metodou pro diagnostiku

toxint Clostridium difficile. (6)

Zejména u statimovych vySetfeni, kdy je dilezité, aby byly vysledky k dispozici
v co nejkratSim case, nasla tato metoda své hlavni uplatnéni. V téchto piipadech se

pouziti testii fady Hyplex jevi jako nevyhovujici.

Protoze laboratof molekularni biologie a genetiky Uzce spolupracuje s laboratoii
bakteriologie, byly vybrany vzorky, které se zpracovavaly jak imunochromatograficky

tak pomoci PCR. Jejich porovnani je uvedeno v tabulce €. 5.
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Tabulka 5: Porovnavani vysledki vySetieni z bakteriologické laboratoie a
molekularni biologie a genetiky (Cepheid)

vzorek | tox BAG | 027 BAG
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Vysvétlivky k tabulce €. 5
tox BAG — Hyplex ClosTox test od firmy BAG Health Care, pomoci n¢hoz lze

prokazat gen pro cytotoxin B.

tox 027 — Hyplex ClosTox 027 test taktéz od firmy BAG Health Care, pomoci

néhoz lze prokazat hypervirulentni varianty C. difficile.

Cepheid - systém GeneXpert, konkrétné test ,, Xpert C. Difficile” — real-time
PCR

+ znaci pfitomnost genu, +/- oznacuje hrani¢ni nalez, - negativni vysledek, ++

ptitomnost vétSiho mnozstvi

pot. 027 = potencionalni ribotyp 027 - v tabulce zna¢i moznou piitomnost
hypervirulentniho kmene, naptiklad: ribotyp 027 (byly popséany i jiné vysoce virulentni
ribotypy — napiiklad: na naSem uzemi vyskytujici se ribotyp 176)

Prvni dvé metody zaznamenané v tabulce tox BAG a tox 027 jsou metody
genetické, které byly pouzivany k prukazu toxinti C. difficile jen kratce, protoze byly
narocné na ¢as a provedeni. Jeden prikaz vyZzadoval pouziti dvou setll a navic se jejich

prostiednictvim nedal prokazat binarni toxin.

V tabulce jsou Cervené oznaceny pripady, kdy se vysledky bakteriologického
vySetfeni 1i§i od téch genetickych. V téchto pfipadech nedoslo bakteriologickymi
metodami k zachytu toxint. Je to déno tim, Zze na bakteriologii zachyti pfitomnost
toxinu ale uz ne genu pro tento toxin. A jak je znamo bakterie Clostridium difficile
produkuje toxin jen za nékterych podminek. Proto v daném okamziku toxin nemusi byt
zachycen. Podle ptitomnosti antigenu dokazou zjistit, zda se jedna pravé o tuto bakterii,
ale neprokazou, zda ma potencial pravé pro produkci toxinl. A pravé to je dilezité
veédét, protoze se tato bakterie vyskytuje 1 v bézné flofe u urCitého procenta déti a
dospélych, takze pouha jeji pfitomnost nemusi jeSt€ nic znamenat. Naopak Vv piipade

vzorku €. 15 byla bakteriologicky prokézéana ptitomnost toxinu, ale tento vysledek nebyl
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potvrzen metodou genetickou. V tomto piipadé se mohlo jednat o fale$né pozitivni

vysledek.

Z téchto divodu je nutné spoluprace mezi jednotlivymi laboratofemi, a pro tyto

ucely byl vypracovan ,, Postup vysetieni Clostridium difficile ve stolici“.

Vzorek stolice je z oddéleni zaslan nejprve do laboratofe bakteriologie. Zde

provedou imunochromatografické vysetteni.

1. Pokud je prukaz antigenu i toxinu A/B negativni, vysledek se hlasi na oddé€leni a
zadné dalsi vysSetfeni se neprovadi.

2. Pokud jsou vysledkem pozitivni antigen i toxin A/B, vysledek se nahlasi na
prislusné odd¢leni a také ustavnimu epidemiologovi. Déle se provadi kultivace
s citlivosti na ATB. Pokud se jedna o citlivy kmen, dal$i vySetfeni se neprovadi.
V piipadé¢ ze se prokaze rezistentni kmen, posila se do Narodni referen¢ni
laboratofe.

3. Pokud je vysledkem pozitivni antigen a negativni toxin A/B posle se vzorek do
laboratofe molekularni biologie a genetiky, kde prostfednictvim PCR tento

vysledek potvrdi nebo vyvrati.

V nékterych piipadech mize byt PCR vySetfeni provedeno na Zzadost
oSettujiciho 1€kare 1 presto, Ze byl vzorek antigen a toxin negativni. Jedna se zejména o

klinicky zdvazny stav pacienta.
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6. Zavér

1. Prikaz toxinu Clostridium difficile metodami ,, hiyplex ClosTox* a ,, hyplex
ClosTox 027 zalozenych na fotometrickém meéieni absorbance zlutého zbarveni po
reverzni hybridizaci se ukazal pomérné naro¢nym, a to jak z hlediska provedeni, tak i
Casu. Na druhou stranu se jednd o citlivé metody, kdy vyrobce u testovanych
referenc¢nich kmenl uvadi citlivost 100 %. Vyraznym nedostatkem téchto metod je, ze
pomoci nich neprokazeme pfitomnost binarniho toxinu. Druhou testovanou metodou
byl systém GeneXpert, konkrétné test ,, Xpert C. Difficile”. Zahrnuje automatickou
izolaci DNA, real-time PCR s detekci a vyhodnoceni vysledkt, ¢imz velice usnadiiuje

préci v laboratofi. Jeho citlivost je uvadéna kolem 95 %.

2. Co se tyCe casoveé dostupnosti vysledkd, jednoznacéné zvitézil pravé
zminovany systém GeneXpert. Samotna analyza trva 45 minut a 15 minut zabrala
piiprava vzorku a kazety k analyze. Z toho vyplyva, ze vysledek je k dispozici do jedné
hodiny. I proto naSel tento test uplatnéni u statimovych vzorkl. Pokud se vratim
kK metodam ,, hyplex ClosTox* a , hyplex ClosTox 027 musela jsem analyzu DNA
provést ruéné a 1 samotné pipetovani zabralo dost casu. Celkové jsem se k vysledku
dopracovala po necelych péti hodinach. A vzhledem k zavaznosti pribéhu onemocnéni

je pravé Cas kliCovym k zahéjeni v€asné 1€cby.

3. Systém GeneXpert se proto ukazal jako optimalni metoda pro detekci toxint
Clostridium difficile. | kdyz testy ,hyplex* vykazuji vyssi citlivost neZ zmifovana
metoda, je tato ztrata oproti jejim dalSim vlastnostem a vyhodam zanedbatelnd. Proto
postupem casu test , Xpert C. Difficile” zcela vytésnil pouzivani metod ,, hyplex

ClosTox* a ,,hyplex ClosTox 027 *“.
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Piiloha

3: C. DIFF

QUICK CHEK COMPLETE™ —  protokol

imunochromatografického stanoveni

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE *

ASSAY PROTOCOL

©

Dilute fecal specimen

Add 25 pL of
specimen to tube |
containing 750 pL 0

Diluent and 1 drop of
Conjugate. Mix thoroughly.

Add Substrate reagent

Add 2 drops Substrate to Reaction Window.

Incubate at room temperature. Read at 10
minutes after addition of Substrate.*

@ Add sample @ Wash Membrane Device

Transfer 500 uL of diluted sample- Add 300 uL Wash Buffer to Reaction

conjugate mixture to Sample Well. Incubate Window. Allow to completely absorb.
at room temperature for 15 minutes.

C. DIFF COMPLETE

*A positive result may be interpreted at any
time during the 10-minute incubation.

A test cannot be ruled as negative or invalid
until after the 10-minute incubation.

C. DI

ETE

Positive Antigen  Positive Antigen  Negative Result
Result and Toxin Result

If there are no dots at C (control) lhe test is invalid.
See insert for p ion of results.
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