Jihogeska univerzita v Ceskych Budgjovicich

Zdravotné socialni fakulta

Laboratorni diagnostika Clostridium difficile

Bakalatska prace

Autor prace: Romana Jandova

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi
Studijni obor: Zdravotni laborant

Vedouci prace: MUDr. Petra Dovinova

Datum odevzdani prace: 3.5.2013



Abstrakt

Clostridium difficile s produkci toxind je nejéastéj$im puvodcem nozokomialnich
sttevnich infekci. Zpusobuje zanétlivé onemocnéni traéniku nazyvané Clostridium
difficile infection (CDI) rizné zavaznosti — od banalniho prijmu az po zivot ohrozujici
stav jako je paralyticky ileus a toxické megakolon. CDI se muze projevit i jako
rekurentni infekce — vycerpavajici opakované prajmy. C. difficile stale jest¢ unika
pozornosti laické vetfejnosti a stoji v pozadi za jinymi bakteriemi, jako je napt. MRSA.
Onemocnéni vSak nabyva na vyznamu V disledku stalého (nad)uzivani antibiotik a také
kvili stale se zvysujicimu poctu lidi rizikové skupiny nad 65 let. Da se predpokladat, ze
tato situace bude mit jak zdravotnicky, tak ekonomicky dopad.

Clostridium difficile je striktné anaerobni bakterie. Je to grampozitivni ty¢inka
tvorici ovalné subterminalni spory. Tato bakterie je bézné pfitomna ve vodnich tocich,
pudé, stfevech zvirat i lidi. Jeji spory jsou mimotadné odolné viiéi zevnim vlivim a
dokazou zamofit prostiedi na mnoho dnt az mésica. C. difficile mize produkovat dva
typy toxint - a to toxin A (enterotoxin) a toxin B (cytotoxin). Vlivem toxint dochazi
k poskozeni stievniho epitelu i hlubSich vrstev stfevni stény. Vznikaji zanétlivé
ulcerace, které se pokryvaji pseudomembranami. Miize dojit k postupné zastavé
peristaltiky a rozvoji ileu. V terminalnim stadiu dochazi k roztazeni tracniku a ztraté
bariérové funkce stfevni sliznice. Bakterie a toxiny se dostavaji do krevniho ob¢hu a
vznika sepse.

Nekteré kmeny produkuji jesté bindrni toxin, jehoZ piesna funkce zatim neni
objasnéna. Ptredpokladd se, Ze potencuje ucinek toxini A a B zvySovanim jejich
koncentrace.

Hlavné v severni Americe a také v evropskych statech byl v poslednich letech
zaznamenan narist tohoto onemocnéni, projevujici se t€zSim pribéhem onemocnéni a
Casté¢jSimi relapsy. To je zpusobeno Sifenim hypervirulentnich kment s extrémné
vysokou produkci toxinti A i B (ribotyp 027). V Ceské republice se vyskytl neméné
nebezpecny ribotyp 176.



Lékem volby pro 1écbu CDI jsou metronidazol (podavany per os nebo parenteralng)
a vankomycin (podavany peroralné nebo do nasogastrické sondy). Transplantace stolice
nasojejunalni sondou se jevi jako mozny zpusob 1é¢by u rekurentnich infekci.

Pti vyskytu CDI ve zdravotnickém zatizeni musi byt po dobu trvani priijmu pacient
v izolaci.

Cilem prace bylo zhodnotit soucasné moznosti laboratorni mikrobiologické
diagnostiky C. difficile. Vyhodnotila jsem cetnost pozitivnich a negativnich nalezt
V zavislosti na pohlavi a v€ku. Dale mé zajimal stav rezistence C. difficile
K antibiotikdm.

K prikazu CDI je nutné odebrat vzorek stolice do sterilni zkumavky. Na Pracovisti
bakteriologie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. se provadi pfimy prikaz antigenu a
toxinu imunochromatografickou metodou. Jedna se o membranovou enzymovou
imunoanalyzu pro detekci antigenu - glutamat dehydrogenazy (GDH) a toxinu A/B.
Negativni vysledek GDH vylouci s velkou spolehlivosti klostridiovou infekci. Za
potvrzenou CDI se povazuje prikaz toxigenniho kmene C. difficile. To je ziejmé bud’
pfimo z vysledku imunochromatografie, kdy se prokdze zaroven antigen i toxin, nebo
prikazem genu pro toxin B metodou PCR. Pokud totiz vyjde v piimém prikazu
pozitivni pouze antigen, vzorek se zasild na PCR vySetfeni do Laboratofe molekularni
biologie a genetiky. Nezavisle na vysledku imunochromatografie se ze stolice zhotovuje
mikroskopicky preparat obarveny podle Grama. V pfipadé¢ prokdzaného toxinu C.
difficile se provadi anaerobni kultiva¢ni vySetieni, které trva dva dny. K identifikaci
narostlych bakterii se pouziva nejcastéji latexova aglutinace. Jde o metodu, kdy se IgG
protilatky navazané na latexovych partikulich specificky vazou k antigenim bunécné
stény. K identifikaci bakterie 1ze pouZit téz ptistroj VITEK — MS, ktery pouZiva metodu
ionizaci laserem za piitomnosti matrice Snaslednou hmotnostni spektrometrii.
V piipadé pozitivniho kultivaéniho nalezu Clostridium difficile se z narostlé kultury
stanovuje citlivost k antibiotikiim pomoci E-testu a diskové difuzni metody.

Za rok 2011 bylo na Pracovisté bakteriologie vysetfeno 291 vzorkl stolic. Z nich
mélo v imunochromatografickém vysetfeni 13,4 % pozitivni antigen 1 toxin; 15,1 %

pozitivni antigen a negativni toxin a 71,5 % bylo negativnich. U 74 vzorkl byl prokazan



toxin C. difficile. U téchto vzorktl bylo nésledné provedeno i kultivac¢ni vySetieni —
pozitivni bylo v 62,2 %. Nejvice pozitivnich vzorkli bylo odeslano z Infekéniho
oddéleni. V poctu vySetfenych pacientl pfevazovaly Zeny, bylo jich 53,6 % a muzl 46,4
%. Procentudlni zastoupeni toxigennich kment bylo u obou pohlavi prakticky totozné -
25 %. VSechny kmeny byly citlivé k vankomycinu a pouze jeden kmen byl rezistentni

k metronidazolu.



Abstract

Clostridium difficile toxin with production is the most common cause of
nosocomial enteric infections. It causes inflammatory bowel disease called Clostridium
difficile infection (CDI) of varying severity - from trivial diarrhea to life-threatening
conditions such as paralytic ileus and toxic megacolon. CDI may manifest as recurrent
infections - an exhaustive repeated diarrhea. C.difficile still escapes the attention of the
general public and is in the background of other bacteria, such as MRSA. The disease
has become more important due to the constant (over) use of antibiotics and also due to
the increasing number of people at risk groups over 65 years. It can be expected that this
situation will have both medical and economic impact.

Clostridium difficile is a strictly anaerobic bacterium. It is a gram-positive rod
forming an oval subterminal spores. This bacteria is normally present in the waterways,
soil or the intestines of animals and humans. It’s spores are extremely resistant to
external influences and can contaminate the environment for many days or months. C.
difficile can produce two types of toxins - and toxin A (enterotoxin) and toxin B (a
cytotoxin). Due to the toxin causes damage of the intestinal epithelium and deeper
layers of the bowel wall. Into inflammatory ulceration that cover of the
pseudomembrane. There may be a gradual arrest of peristalsis and the development of
ileus. In the terminal stage of the disease bowel distension and loss of barrier function
of the intestinal mucosa. Bacteria and toxins get into the bloodstream and sepsis arises.

Some strains produce more binary toxin, whose exact function is not underwood
yet. It is assumed that potentiates the effect of toxins A and B to increase their
concentration.

Especially in North America and in European countries in recent years has been
seen an increase in this disease, manifested by severe course of disease and frequent
relapses. This is due to the spread of hypervirulent strains with extremely high
production of toxins A and B (ribotype 027). In the Czech Republic occurred less
dangerous ribotype 176.

The drug of choice for treatment of CDI are metronidazole (administered orally or
parenterally) and vancomycin (administered orally or by nasogastric tube in).



Transplantation stool nasojejunal probe appears as a possible treatment for recurrent
infections.

Upon the occurrence of CDI in a medical device must be for the duration of
diarrhea in the patient isolation.

The aim of the thesis was to evaluate the possibility of microbiological laboratory
diagnosis of C. difficile. | have evaluated the frequency of positive and negative
findings in relation to sex and age. | have been also interested in state C. difficile
resistance to antibiotics.

To demonstrate the CDI must remove the stool sample into a sterile tube. In the
bacteriology workplace in Czech Budweis Hospital is being made direct conclusiveness
of antigen and toxin by immuncgromatography method. It is a membrane-enzyme
immunoanalysis for the detection of antigen - glutamate dehydrogenase (GDH) and
toxin A / B A. Negative result excludes GDH with high reliability clostridial infection.
For confirmed CDI is considered proof toxigenic strain of C. difficile. This is evident
from the result of either immunochromatography which is demonstrated both the
antigen and the toxin, or identity of the gene for toxin B by PCR. If you find out in
direct detection only positive antigen, the sample is sent for PCR testing to the
Laboratory of Molecular Biology and Genetics. Regardless of the outcome of the
immunochromatography, the microscopic specimen stained by Gram are being produce
from reces.. In the case of proven C. difficile toxin is carried anaerobic culture test that
takes two days. For identification of accrued bacteria is used latex agglutination. This is
a method in which IgG antibodies bound to latex particles specifically bind to the
antigens of the cell wall. To identify the bacteria can be also used the VITEK — MS
machine that uses a laser ionization method in the presence of the matrix, followed by
mass spectrometry. In case of a positive culture findings Clostridium difficile is being
from grown culture set sensitivity to antibiotics by E-test and disk diffusion methods

For the year 2011 the Department of Bacteriology examined 291 samples of feces.
13,4 % of these samples had positive antigen and toxin in an imunochromatographyc
examination; 15,1 % had a positive antigen and negative toxin and 71,5 % were

negative. 74 samples was positive in C. difficile toxin. These samples were subsequently



conducted to culture examination — 62,2 % were positive. Most positive samples were
sent from the infectious department. It has been examined 53,6 % of women and 46.4
% of mens. Percentage of toxigenic strains of both sexes were virtually identical — 25
%. All strains were susceptible to vancomycin and only one strain was resistant to

metronidazole.
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Seznam pouzitych zkratek

Ag — antigen

CDI — infekce Clostridium difficile

CPE — cytopaticky efekt

CT — pocitatova tomografie

Ct—threshold cycle

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ESCMID - European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
ESGCD — ESCMID Study Group on Clostridium difficile
GDH — glutamat dehydrogenaza

GIT — gastrointestinalni trakt

HIV - Human Immunodeficiency Virus

ICP — identifika¢ni &islo pracoviste

LAS — Lataltiv anaerobni systém

MALDI - ionizace laserem za pfitomnosti matrice

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRSA — methicilin rezistentni Staphylococus aureus
NAP1/027 - American Pulsed Field type 1/ or PCR ribotype 027
PCR — polymeréazova fetézova reakce

PME — pseudomembran6zni enterokolitida

RT — PCR — polymerazova fetézova reakce v redlném case
TNF — Tumor Necrosis Factor

UCLA — University of Los Angeles

UV — ultrafialové zareni

TOF - analyza doby letu

tox - toxin
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UVvoD

Clostridium difficile bylo prvné popsano roku 1935. Jedna se o grampozitivni,
anaerobni bakterii, velmi naro¢nou na kultivaci. Toxické kmeny Clostridium difficile za
urCitych  podminek vyvolavaji prijmovd onemocnéni. Muze vyulstit az
vV pseudomembranézni kolitidu, ileus nebo toxicky megakolon. Rychld a vcasna
diagnostika C. difficile je velmi duleZita nejen pro individualni 1é¢bu pacienta, ale i
k prevenci nozokomidlnich pienost. Bakterie se pfirozené vyskytuje ve vodnich tocich,
pudé, stievech zvitat i lidi. Dvé tfetiny zdravych déti jsou touto bakterii osidleny
nékolik prvnich mésicti po narozeni, aniz by se projevily pfiznaky onemocnéni. U
zdravych dospélych osob je mira kolonizace 2-5 %.

Jednim z dtivodi, pro¢ jsem si vybrala téma Laboratorni diagnostika Clostridium
difficile, je v poslednich letech narstajici Cetnost stfevnich onemocnéni souvisejicich
s C. difficile. Jako puvodce nozokomialnich infekci nabyva stale vétSsiho vyznamu.
Ptevazné jsou postizeni lidé s poruchami imunity, vysSiho véku, po predchozi
hospitalizaci ve zdravotnickém ¢&i pecovatelském zafizeni a hlavné lidé uzivajici
antibiotika. V této praci se zabyvam diagnostikou C. difficile, a to pfimym prikazem
antigenu a toxinu pomoci metod imunochromatografie a PCR. Poté kultivaci a
stanovenim citlivosti k antibiotikim. V zavéru prace jsem zhodnotila cetnost
pozitivnich i negativnich nalezti C. difficile za rok 2011 v zavislosti na jednotlivych
meésicich a podle zasilajicich oddéleni. Vyhodnotila jsem cetnost onemocnéni
Vv zévislosti na pohlavi a v€ku a citlivost k antibiotikim. Mij vyzkum probihal na

Pracovisti bakteriologie Nemocnice Ceské Budgjovice, a. s.

12



1. SOUCASNY STAV

1.1 Bakterialni buika

Na rozdil od eukaryotni buiiky zivocisné a rostlinné je bakterialni buiika nazyvéana
bunikou prokaryotni. Bakteridlni buiika je fadové mensi, nez buiika zivocisna. To ma
své dasledky - a to velky pomér povrchu k objemu, velkou plochu kontaktu buriky
s prostiedim a vysokou rychlost vymény molekul mezi buiikou a prostfedim. Mimo jiné
jsou minimalizovany ¢asy dulezité pro intracelularni pfenos molekul do mista interakce.
V malém prostoru bakteridlni buiiky je vysoka pravdépodobnost vzniku srazky
reagujicich molekul. S tim je spjata vysoka rychlost metabolismu. [6]

Bakterie maji protdhly nebo kulovity tvar. Protahlym formam fikdme tyc¢inky (fec.
baktérion, htlka), kulaté formy nazyvame koky (fec. kokkos, jadro). Pii d¢leni bakterii
vznikd usporadani zavislé na roviné bunécného deleni. Nékteré koky se déli ve stejné
roviné a tvofi fetizky. Dalsi se déli ve dvou a tfech rovinach, jiné jsou nepravidelné
usporddany do shlukii. Tyc€inky viddme jen vzacné ve dvojicich, vétSinou byvaji
uspotadany jednotlive.

Hlavni rozdil mezi bakterialni a rostlinnou ¢i Zivo¢iSnou buiikou je v jejim vnitfnim
uspofadani. Struktura bakteridlni bunky je podstatné jednodussi. Bakterialni bunika se
skladé z cytoplasmy obklopené cytoplasmatickou membranou. Na ni naseda bakterialni
sténa, ta mize mit na svém povrchu pouzdro nebo vrstvu slizu, glykokalix.
V cytoplasmé se nachazeji ribozomy, inkluzni téliska, nukleotidy, vakuoly nebo
granula. Z povrchu vystupuji vybézky nazyvané pili (lat. pilus, vlas, chlup) nebo biciky.
Cytoplasmatickd membrana se skladd z dvojité fosfolipidové vrstvy. Zastdvd mnoho
zasadnich funkci a pro bunku je nezbytna. Bilkoviny cytoplasmatické membrany slouZi
k ptenosu zivin do buiiky, v sekreci slozek, k vyluCovani latek cytoplasmy do vnéjsiho
prostiedi a v respiracnich pochodech.

Kudrzeni zdkladniho tvaru bakterie a ochrané cytoplasmatické membrany slouzi
bunécna sténa. Je to silnd vrstva odoldvajici nitrobunéénému osmotickému tlaku.

Zakladni vrstva tvorici sténu bakterie je peptidoglykan. Ten je z polysacharidovych
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fetézcli pospojovanych kratkymi peptidy. U grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
jsou dalsi struktury velmi rozdilné. Struktura grampozitivnich bakterii je pomérné
jednoduché. Sklada se ze silné peptidoglykanové vrstvy, jejiz soucasti jsou nad sebou
ulozené polysacharidové fetézce. Peptidoglykanem probihaji kolmo k povrchu buiky
fetézce kyseliny teichoové, to je kysely polysacharid, ktery se sklada u opakujicich se
jednotek ribitolu a glycerolu. Sténa je silnd asi 20 nm. Naopak sténa gramnegativnich
membrany a peptidoglykanu. Zevni membrana obsahuje lipopolysacharidy, proteiny a
fosfolipidy. Lipoproteiny jsou zodpovédné za pevnou vazbu zevni membrany
k peptidoglykanu. Fosfolipidy tvoii dvojitou vrstvu, ve které jsou uloZzeny bilkoviny.
Neékteré tvori kanalky, nazyvané poriny, které slouzi k transportu zivin do
periplasmatického prostoru. Prostupu molekul do bakterie brani zevni membrana.
V periplasmatickém prostoru jsou enzymy S$tépici nebo transportujici ziviny. Nékteré
z nich inaktivuji antibiotika, jako tfeba beta-laktamasy Stépici beta-laktamovy kruh
penicilind a cefalosporint. [39]

Bakterie se bézné vyskytuji ve vode€, v pide€, na povrchu téla a sliznic zivocicha.
Nachézeji se 1 ve vzduchu, a to samostatné, jsou — li undsSeny vétrem, nebo cCastéji na
¢asteckach prachu. Jsou schopny preZzit i extrémni fyzikalni i chemické podminky, jako
zafeni v davkach, které je pro Clov€ka smrtelné, v Mrtvém moii zase Celi vysoké
koncentraci soli a v zalude¢nich §tavach zase vysoké kyselosti. Jen mala ¢ast bakterii,
vyskytujicich se v zivé ptirodé¢ je pro Clovéka patogenni a ma schopnost vyvolat
onemocnéni. Nékteré organismy ziskavaji energii ze svétla nebo oxidaci anorganickych
latek, jiné pak z odumfielych organickych latek, ty jsou znamé jako saprofyty. Naopak
pro parazity jsou zdrojem vyzivy ziva téla, ve kterych ziji. Na kizi, sliznici hornich cest
dychacich, ve stfevé a pochvé jsou komenzdlové. Ty jsou soulasti piirozené flory. Zivi
se sekrety a zbytky potravy. VEtSinou jsou neSkodni, ale za urcitych podminek, kdy
dojde Kk oslabeni imunity jedince, mohou vyvolat onemocnéni, proto jsou oznacovany
jako podminené patogeny. Jiné jsou adaptovany tak, aby prekonavaly obranné

mechanismy hostitele. Vniknou do tkdni a mnozi se, nebo tvoii toxiny, které posSkozuji
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hostitele. S tim je spojeny proces infekce a onemocnéni zpusobené mikroby se nazyva
infekcni onemocnéni. [16,39]

Nekteré grampozitivni bakterie jsou schopny tvofit spory. Jednd se o rody
Clostridium a Bacillus. Spéry vznikaji uvniti bunky, oznacuji se tedy endospory.
Proces tvoreni spory se nazyva sporulace. Jsou to odolné utvary, které jsou schopny
piezivat Vv neptiznivych podminkach. U spdry se popisuje jeji tvar, velikosti a ulozeni
vV bunce, to napomaha k identifikaci baktrie. Spoéry jsou cCasto ovalné (Clostridium
botulinum), nebo kulaté (Clostridium tetani). Primér spory mize byt vétsi, nez tloustka
vegetativni buiiky, nebo ne. Pokud je vegetativni buiika v misté uloZeni spory rozsitena,
oznacujeme to, jako bubfeni tyCinky. V opacném piipadé, kdy spora ty€inku nebubii,
neni v misté spory zduteld. Je-li spora ulozena uprostied tyCinky, nazyva se centralni.
Je-li umisténa na konci, nazyva se terminalni. Pokud je spora ulozena mezi sttedem a
koncem tyc€inky, nazyva se subterminalnimi.

Tvorba spory je zahdjena replikaci DNA a rozbalenim bakteridlniho chromosomu
do dlouhého vlakna. Vchlipi se cytoplasmatickd membrana a vytvofi se septum. To
roz¢leni bunku na dvé rizné casti. Do kazdé se zapiSe tisek DNA. Minoritni ¢ast
nazyvana prespora je obalena septem a tim ziska dvojitou membranu a ocitne se v nitru
matefské bunky. V mist¢ mezi membranami se tvoii tuhy kortex z peptidoglykanu.
V prespofe vznika kalciumdipikolinat, ktery se jinde netvoii. Pod kortexem se tvofi
dalsi vrstva peptidoglykanu a na povrchu se ukladaji bilkovinné obaly bohaté na
cystein. Vyvoj spory je timto dokoncéen. Poté dojde k rozpadu matetské buniky a spora
je vpusténa do okoli. Proces, kdy ze spory vznikne vegetativni builkka se nazyva
germinace. [6,39]

Aby spora mohla vyklicit, musi se dostat do pfijatelnych podminek. Zpocatku je
nutné sporu zaktivovat, to se déje vétSinou samovolné. Pro klieni je nutna pfitomnost
vody. Do buiiky vstupuje K*, Mg®* a dalsi ionty a molekuly. Mezitim mizi
termorezistence a svétlolomnost. Pozdéji jsou prepisovany jednotlivé geny, probiha
tvorba pfislusnych bilkovin, je replikovana DNA atd. Nasledné prasknou sporové obaly
a vznikne vegetativni burika.

Jako spory mohou bakterie pfezit stovky let. Makromolekuly uvnité spor jsou

stabilizovany novymi proteiny, ubytkem vody a jeji ndhradou v polymerech vapniku.
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Odolnost vici zevnimu prostfedi je vyznacna zvlasté u nékterych spor. Vegetativni
bunky jsou pii teploté¢ 70 °C usmrceny za 10 minut, naproti tomu K usmrceni spor
puvodce tetanu je potieba je varit 90 minut pii 100 °C. VEtSinu spér jinych klostridii,
jako naptiklad Clostridium botulinum zni¢i ptisobeni vodni pary za zvyseného tlaku,
tzv. autoklavovani.

Spéry jsou rezistentni k UV zareni a dezinfekénim prostfedkiim (napi. etanolu).
Naopak ucinné jsou kyseliny, koncentrované louhy, chloramin, nékteré jodové

preparaty, peroxid vodiku a kyselina peroctova. [6,39]

1.2 Rod Clostridium

Klostridia patii k velmi staré skupiné bakterii vazané na archebarkterie. Jsou to
grampozitivni ty€inky rtizné velikosti, rostouci za anaerobnich podminek se schopnosti
tvofit spory. V piirod¢ se nachazeji v pud¢, v bahné rybniki, fek a motského pobiezi,
v prachu, ale také v tlustém stievé obratlovcd, i ¢lovéka. Clovék je vyuziva jako
producenty hospodaisky pouzitelnych metabolitl, jako je napi. ocet. Nékolik malo
druhti je schopno vyvolat onemocnéni u lidi & zvifat. Casto se jedna o zavazna
onemocnéni koncici smrti.

Klostridia jsou charakteristicky dlouhé, rovné tyCinky, méné Casto zahnuté, se
zaoblenymi konci. Pokud tvofi endospory, maji tvar palicky na buben nebo vietena.
Diky charakteristickému uspotfadani se daji identifikovat né€ktera klostridia (napf.
spiralovité ftetizky C. cocleatum). Pohyb klostridii je umoznén diky peritrichalné
ulozenych bicikti. Nékteré druhy tyto biciky netvori, jsou tedy nepohyblivé (napt. C.
perfringens a dalsi jemu pfibuzné druhy). U jinych druhti mizeme vidét pohyb pouze
v mladych kulturach. [6,16]

Klostrididlni spdra je obklopena obaly, které chrani cytoplasmu a jadernou hmotu.
Déle slouzi k ochran¢ pifed zafenim, teplem, vyschnutim a dezinfekcemi. Spoéra
klostridii, produkuje své vlastni antigeny, liSici se od vegetativni buiky, napft. lytické
enzymy. Ma tedy antigeny své a antigeny vegetativni buiky. Spory klostridii jsou

ulozeny termindlné nebo subtermindlné. Maji ovalny nebo kulaty tvar a €asto ty¢inku
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vydouvaji. Pokud je spora ulozena centralné, tycinku nevydouva (napt. u C.
bifermentans). C. difficile tvofi lehce vydouvaji subterminalni spory. V pohotovosti
vytvaret spory je mezi jednotlivymi kmeny velkd odliSnost. Zavisi na prostiedi, ve
kterém se bakterie nachazi. Na stfevni sliznici se sporam daii velmi dobfe, naopak na
nékterych kultiva¢nich ptidach sporuluji $patné, mnohdy viibec (napi. C. perfringens).

Metabolismus klostridii je mimotadné¢ citlivy na kyslik. I kdyZ je mira této citlivosti
rozdilna, tak pii kontaktu se vzduchem za normalniho atmosférického tlaku nikdy
nedojde k pomnozeni. Mezi aerotolerantni patii napt. C. perfringens nebo C.
haemolyticum - snasi kyslik do 0,5%. Pouze C. histolyticum je za normalnich
atmosférickych podminek schopno vytvéret teckovité kolonie na povrchu agarové pudy.
Klostridie jsou takto citlivé ke kysliku, protoZze nemaji cytochromy, katalazu,
superoxididismutazu, obvykle Zzadnou peroxidizu a cytochromoxidazu. Prostiedi
obsahujici kataldzu a zaporny oxidoredukéni potencial dovoluje bakteriim se mnoZit pfi
vetsi koncentraci kysliku, nez je bézné. Proto senzitivita ke kysliku je vlastnosti celého
kmene, druhu, prostiedi i stafi buné¢k.

Pfi oxidacnich a redukénich procesech klostridia vyuZivaji enzymy Fe** v molekule
nazyvané feredoxiny. Ty zacinaji plisobit pfi zdporném eH (oxidoredukéni potencial) v
prostiedi (od -100 do -200 mV). MnoZeni bakterii je mozné az po dosazeni této
hodnoty. eH se snizuje pfi mnozeni nékterych druht tak, Zze kone¢ny eH mize klesnout
az na -400 mV.

Bakterie ziskadvaji energii pro své metabolické procesy z anaerobni glykolyzy
(fermentace) nebo oxidoredukci mezi dvéma aminokyselinami (Sticklandova reakce).
Podle zplsobu ziskavani energie se déli klostridia na druhy, které St€pi aminokyseliny
Z peptonti a bilkovin, na druhy které fermentuji sacharidy, na druhy vyuzivajici
bilkoviny i sacharidy a na druhy jejichz hlavnim substratem jsou pyrimidiny a puriny.
[6,40]

Mezi produkty metabolismu klostridii patii alkoholy, plyny, enzymy, inol nebo
skatol a organické kyseliny. Toho se vyuziva pii dourCovani na tvz. pestrych fadach.
bunce a uvoliuji se pii rozpadu bunky (botulotoxin, tetanospasmin, toxiny C. difficile)

nebo pfi mnozeni kmene (toxin alfa C. perfringens). Toxiny se daji prokazat pokusem
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na zvitreti. Smrt pokusného zvitete zptisobuji hlavni toxiny nebo také alfa toxiny. Tyto
toxiny maji hemolyzujici a nekrotické G¢inky, jindy mohou mit povahu enzymu.

Na prukaz toxint in vitro se pouziva latexova aglutinace, imunoprecipitacni reakce,
nepiima hemaglutinace nebo imunochromatografie. Toxiny klostridii jsou polypeptidy
nebo bilkoviny. Po vpraveni do organismu dojde k tvorbé protilatek (tzv. antitoxinu).
Antitoxiny se pouzivaji Kur€eni toxini metodami in vivo a in vitro, také k 1é¢bé
nékterych onemocnéni zptisobené klostridiemi.

Vsechny druhy klostridii jsou citlivé k B-laktamovym antibiotikim, hlavné ke
krystalickému penicilinu G. Vysoce U¢inny je také clindamycin a vankomycin, dale jsou
citlivé na imidazolové preparaty jako metronidazol. Uéinné jsou také tetracykliny,
erytromycin a chloramfenikol. K 1é¢bé se nedoporucuji pro svij bakteriostaticky
ucinek. Klostridia jsou rezistentni na aminoglykosidova antibiotika.

Mezi onemocnéni, které klostridie vyvolavaji, patii nekrotizujici toxoinfekce
mekkych tkani a nitrobfiSnich orgdnd, patologické procesy ve stievé (prujmy,
pseudomembranézni  kolitida, enterotoxemie a nekrotizujici enterokolitida) a
neurointoxikace (C. botulinum a C. tetani). Pfi¢inou onemocnéni klostridiemi jsou
jejich toxiny, jak nekrotizujici tak letalni. Mohou se uplatnit 1 vedlejsi toxiny jako jsou
proteindzy, hemolyziny a jiné. Jisty vliv maji také produkty metabolismu jako
sirovodik, histamin, ¢pavek, vodik a serotonin. Schopnost klostridii proniknout do tkani
je u veétsiny druhid omezena (C. tetani). Existuji ale druhy, jejichz invazivita je az
prekvapivé rychld. Po vniknuti do tkdn€é a krevniho obc¢hu zplsobuji sepsi (C.
septicum). Pro vznik klostridiové infekce je potfeba, aby mély bakterie optimalni
prostiedi, ve kterém vykli¢i spory, pomnozi se a vytvofi toxiny. Podminkou je tedy
zédporna hodnota oxidoredukéniho potencidlu, ktery se u clov€ka nachazi ve stieve,
vaginé a v dasnovych chobotech dutiny Ustni. Kladny oxidoredukéni potencial je
Vv prokrvenych tkanich, pokles mlze nastat pfi ztratdch krve a lokalné pfi nekrozach a
hnisavych procesech, v hlubokych ranach. [6,16,40]

Klostridiové infekce jsou exogenniho a endogenniho ptvodu. Pii poranéni
Vv pfirod¢ se do ran dostane prach spolecné se sporami klostridii. Dalsi cesta vniku je
peroralni, kdy pfi otravach z potravy pronikaji do organismu spdéry nebo jiz vytvoieny

toxin. Endogenni zdroj se nachédzi ve vaginé, Zluéniku nebo stievé. Pfi mistnim
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nedokrveni, nebo tlakem nddorti, kaménkli, po operacich ¢i zranéni stfeva vznikaji
plynaté snéti a sepse. K infikovani kize operacniho pole muze dojit sporami C.
perfringens ze stieva napf. pii operaci ky¢elniho kloubu nebo vysoké amputaci stehenni

kosti. Jedna se o nosokomialni infekci. [6]

1.2 Clostridium difficile

1.2.1 Charakteristika Clostridium difficile

Historie postantibiotickych prijmu se datuje jiz od zacatku éry antibiotik. Prvni
zminka o pseudomembran6zni kolitidé pochazi z roku 1899. Tedy jesté z doby, kdy
antibiotika nebyla pouzivana. Tehdy byla popsdna u mladé Zeny, jako ,diftericka“
kolitida po gastrointestinalnim chirurgickém zakroku. Prvni zminka o Clostridium
difficile je zroku 1935, kdy byla popsana jako soucast normalni stfevni flory
novorozencu. [22,37] V 50. - 60. letech minulého stoleti si 1ékafi vSimli, Ze po
opakovaném podani antibiotik se u pacienti objevuji prijmy. Plvodné byly tyto
komplikace pfipisovany premnozeni Staphyloccocus aureus ve stievé. Roku 1977
odhalilo nezavisle na sobé né€kolik autort, Ze za prijmy jsou zodpovédna klostridia.
V roce 1978 bylo C. difficile popséano jako ptuvodce pseudomembrandzni kolitidy, jeho
toxiny A a B o tfi roky pozdgji. Nazev Clostridium difficile je podle jeho obtizné
kultivace. Podle védecké klasifikace se tadi:

Rige: Procaryotae
Doména: Bakterie

Kmen: Firmicutes

Ttida: Clostridia

Rad: Clostridiales

Celed: Clostridiaceae
Rod: Clostridium

Druh: Clostridium difficile
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Jednd se o striktné anaerobni bakterii, kterd patii mezi vyznamné pivodce
nozokomialnich chorob. Je to grampozitivni tyCinka tvofici subterminalni ovalné spory.
Siika bakterie se pohybuje od 0,6 do 1,6 pum, délka od 4 do 16 um. Buiiky maji tendenci
k autolyze, kterd u ur€itych bunék postihuje prvotné polarni sporangium, poté spora
vypada jako terminalni. Bakterie snadno sporuluje ve stieve.

Spory jsou odolné vici béznym dezinfekénim prostiedkim a dokdzou zamofit
prosttedi, ve kterém pacient pobyval, na mnoho tydni az meésicl. Za normalnich
okolnosti je mnozeni této bakterie ve stievé potlateno kmeny fyziologické mikroflory.
Nésledkem antibiotické 1é€by dojde k naruSeni rovnovéhy piirozené stievni mikroflory.
Obecné¢ je Clostridium difficile neinvazivni mikroorganismus. Ke vzniku onemocnéni je
nutnd kombinace infekce toxigennimi kmeny C. difficile a jiz vySe zminovana ztrata

stfevni ochranné mikroflory. [6,8,11,17]

1.2.2 Faktory virulence

Vétsina vegetativnich bunék Clostridium difficile je znicena v zaludku, jen 1 %
bunck projde do tenkého stieva. Spory jsou vSak acidorezistentni a v tenkém stieve
vykli¢i do vegetativnich forem. Clostridium difficile nepatfi mezi invazivni patogeny,
zpocatku jen adheruje na sténu tra€niku. Béhem mnoZeni produkuji toxigenni kmeny
Clostridium difficile dva typy termolabilnich proteinovych toxini: A a B, které se do
prostfedi uvoliiuji rozpadem bunék. Toxiny A a B plsobi synergicky. Malé procento
toxigennich kmenti produkuje pouze toxin B, pfesto jejich infekéni potencial je
zachovan. Toxin A pusobi predevSsim na buiky stievni sliznice, proto se nazyva
enterotoxin. Toxin B je cytotoxin, ktery odpovida za apoptézu ovlivnénim aktinového
cytoskeletu bunky. Jeho ucinnost je desetkrat az stokrat vétsi. Oba toxiny zvysSuji
vaskularni permeabilitu, interferuji s proteosyntézou, plsobi chemotakticky na
granulocyty, indukuji produkci TNF — alfa a zanétlivych interleukinii. Toxiny nici
sttevni epitel 1 hlubsi vrstvy stfevni stény. S poSkozenim sliznice je spojeno uvolnéni
velkého mnozstvi tekutin. Vznik priijmu je pro nemocného ¢lovéka prospésny, jedna se

o samocistici mechanizmus. V pfipadech, kdy se prijem nevyvine, nebo je mu
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zabranéno podanim antimolitik, onemocnéni progreduje. Nasledné vznikaji ostrivkovité
ulcerace a jejich povrch se vlivem zanétlivé odpovédi pokryva pablanami. Pablany,
neboli pseudomembrany jsou nazloutlé adherujici plaky, histologicky slozené
z neutrofil, konglomerati zni¢enych bunc¢k stfevniho epitelu, fibrinu a
hlenu.[7,22,28,27] Tyto zluté zbarvené krusty lze endoskopicky detekovat. Pisobenim
toxinu B na hladkou svalovinu a vegetativni nervy ve sténé tracniku dojde nésledné
k zastavé peristaltiky a rozvoji ileu, tim vznika idealni prostfedi pro dal$i mnoZeni
bakterii. Takovéto poSkozeni mize vyustit az v perforaci stieva. Konecné stadium
onemocnéni se znac¢i nadmérnym roztazenim traniku (toxicky megakolon) a pozvolnou
ztratou bariérové funkce stievni sliznice, do hlubSich tkdni vnikaji dal§i bakterie.
Dochazi k rozvoji sepse s Vysokou smrtnosti. [7,8,22]

Netoxigenni kmeny Clostridium difficile (neprodukuji ani toxin A ani toxin B) jsou
nepatogenni a nepfedstavuji ohrozZeni ani pro vnimavé jedince.

Roku 1988 byl prvné popsan, diive nezndmy, binarni toxin. Jeho uloha se
nepovazovala za zasadni a jeho role dosud nebyla objasnéna. Jedna z teorii vSak
predpoklada, Zze potencuje ucinek toxini A a B zvySovanim jejich koncentrace.
Nedavno byly objeveny kmeny, které produkuji pouze tento bindrni toxin. Kmeny
produkujici zaroven toxiny A a B a binarni toxin jsou provazeny té¢Z§im onemocnénim
(vétSina epidemickych PCR ribotypti produkuje také binarni toxin), ale kmeny
S negativnim toxinem A a B a pozitivnim binarnim toxinem se jevi jako nepatogenni.
Byly vysloveny teorie o souvztaznosti mezi timto binarnim toxinem a zévaznosti CDI.
Pokusy na zvitatech v8ak tuto teorii nepotvrdily. [7,22,23,37]

Od roku 2002 dochézi v Americe, Evrop¢ 1 Asii k Sifeni hypervirulentniho ribotypu
027. Ten byl pojmenovan jako North American Pulsed Field type 1 and PCR ribotype
027 (NAP1/027). Tento kmen je hypertoxigenni a ma schopnost epidemického Sifeni
kvtli vysoké rezistenci vici antibiotiklim a vétsi odolnosti jeho spor. Epidemicky kmen
ma deleci na 117. misté regulacniho tcd C genu. Dojde k ochromeni down — regulace
vzniku toxini A a B. To vede k 16 az 23 nasobnému zvétSeni jejich produkce. Tento
kmen ma navic tendenci k hypersporulaci, tim dlouhodobé pieziva v gastrointestinalnim
traktu i v prostiedi. Dalsi vyznamnou charakteristikou, ktera ziejm¢ usnadnila $ifeni ve

vyspélych zemich, je odolnost proti Siroce pouzivanym fluorochinolontim. [1,10,37]
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Podle kanadskych autort je az 23 % smrtnost do 30 dnt od stanoveni diagnézy CDI u
pacient s infekci zptisobenou ribotypem 027. Vzhledem k této skutecnosti byla pfi
Evropské spolecnosti pro klinickou mikrobiologii a infekéni lékatstvi (ESCMID)
zfizena skupina pojmenovand ESGCD (ESCMID Study Group on Clostridium
Difficile). [22, 27]

Na tGzemi Ceské republiky zatim nebyl ribotyp 027 zaznamenan, misto n&j se
objevil ribotyp 176, ktery je ribotypu 027 geneticky ptibuzny a je nazyvan ,,027 like*.
Tento kmen byl zaznamenan také ve dvou nemocnicich v Polském Mazovsku. Klinicky
pribéh u postizenych pacientl je stejné zévazny jako u ribotypu 027 a v tuto chvili
neexistuje studie hodnotici, ktery ze dvou ribotypt je virulentnéjsi. Predpoklada se, ze
se jednd o kooperaci vice faktori a teprve jejich kombinaci vznikda nemocniéni
»superbakterie”, jak je n€kdy Clostridium difficile oznacovano. Pokud jde o
antibiogram, odolnost u ribotypu 176 byla prokdzdna u chinolonii a erytromycinu.
V Ceské republice jsou kmeny citlivé k metronidazolu, vankomycinu a klindamycinu,
kmeny v Polsku jsou naopak na klindamycin rezistentni. Z toho vyplyva, Ze tyto
ribotypy z riiznych zemi jsou klonalné odlisné a nejedna se o heterogenni populaci. [31,

24]

1.2.3 Onemocnéni vyvolané Clostridium difficile

Pro onemocnéni vyvolané Clostridium difficile se v mezinarodni literatuie pred
rokem 2000 pouzival termin Clostridium difficile — associated diarrhoea nebo
Clostridium difficile — associated disease (CDAD). V nov¢jsi anglicko-jazy¢né literatute
se nemoc oznacuje jako Clostridium difficile infection (CDI). Jde o zanétlivé
onemocnéni traéniku zptisobené patologickym pomnozenim kmene Clostridium difficile
produkujiciho toxiny A a B, nebo alespon toxin B. [7,9] K propuknuti CDI jsou nutné
dvé podminky - a to ztrata ochranné stfevni fléry a infekce toxigennimi kmeny.
K patologickému pomnozeni C. difficile dochazi vétsinou u polymorbidnich pacientt
1é¢enych Sirokospektrymi antibiotiky, ale v zadném piipadé se nejedna o pravidlo. V 70.

letech 20. stoleti byl jako rizikové antibiotikum oznacovan klindamycin, v osmdesatych
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a devadesatych letech cefalosporinova antibiotika a v soucasné¢ dob¢ jsou za jednu z
nejrizikovéjSich skupin povazovany fluorochinolony. [14,22] Pravé fluorochinolony
byly dfive povazovany, z hlediska postantibiotickych prijmi, za bezpecna antibiotika.
Z poslednich informaci vSak vyplyva, ze pravé odolnost C. difficile vici chinoloniim je
jednim z diivodu rozsifeni hypervirulentnich kment. Podle nizozemské studie az 24 %
pacientd s infekci C. difficile ribotyp 027 uzivalo pravé fluorochinolony. Kmeny NAPI
maji geneticky podminénou rezistenci na zminéné fluorochinolony, makrolidy a
klindamycin. Za relativné bezpecné jsou povazovany zakladni peniciliny, karbapenemy,
tetracykliny, aminoglykosidy a kotrimoxazol. Dal$im dulezitym aspektem je také délka
podavani antibiotik a mira preskripce. Riziko propuknuti CDI se u hospitalizované¢ho
pacienta zvySuje diky moznosti piezivani spor v nemocni¢nim prostiedi a jejich
odolnosti vic¢i béznym alkoholovym dezinfekénim pfipravkim. K pfenosu muze
dochazet pfi nedodrzovani hygienickych opatfeni, pouzivdnim spolecnych toalet a
sprch, rukama zdravotnikii, rizikové jsou i pomicky pro enterdlni vyzivu. DalS§im
rizikovym faktorem je snizend kyselost zalude¢niho sekretu, tim je pacient nachylny
k fad¢ infekci. Studie vSak neprokazala zvysené riziko vzniku CDI u pacienti uZivajici
antagonisty H, receptorti nebo inhibitory protonové pumpy. Dulezitou roli hraje
pacientova imunita. Riziko vzniku infekce je vyssi u lidi s onkologickym onemocnénim,
ulcer6ézni kolitidou, malnutrici, hemodialyzou, téhotnych Zen a Zen v Sestined¢li a
pacientdl s utlumenou stievni mobilitou. VéEtsi procento nemocnych je nad 65 let. To je
zpiisobeno starnutim imunitniho systému s vékem pacienta, opé&tovanou a delsi
hospitalizaci a ¢ast&j$Sim uzivanim antibiotik. [3,22,37] ,.Bylo prokézano, Ze vnimavost
k vzniku a rozvoji klinicky manifestni infekce vyvolané Clostridium difficile souvisi
s vyskou titrl protilatek IgG viici toxinu A a protilatek IgM proti povrchovému proteinu
C. difficile.“ [13]

K rozvoji klostridiové kolitidy dochdzi vétSinou jiz beéhem antibiotické 1é¢by (byl
popsan vznik kolitidy i po jedné davce antibiotik). Presto 25 — 40 % pacient mize
onemocnét aZz 10 tydni po skonceni lécby. Nemocni vétSinou trpi vodnatymi prijmy
S ptfimési hlenu. Prijmy u klostridiové kolitidy nebyvaji profuzni, stolice jsou casté,
nékdy pachnouci a v malém mnozstvi. U pacienti po operacich, nebo jinak

pfipoutanych na liZko, mize tento stav vypadat jako néhle vznikly samovolny Unik
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stolice. Ztidkakdy je ve stolici pfitomna i krev. K dal$im ptiznakiim patii bolest bficha,
nechutenstvi, vahovy ubytek, teplota, dehydratace, leukocytéza, hypoalbuminémie,
mineralogicky rozvrat a vzacné i polyatritida. V zavaznych pfipadech muze vzniknout
bfisni distenze, paralyticky ileus, perforace tlustého stieva s peritonitidou, sepsi a
multiorgdnovym selhanim. [3,7,13] Zvlast¢ zaludna je atypickd CDI s postizenim
pravého tracniku (ileokolitida). Projevuje se bolestivosti az peritonitidou v pravé jamée
kycelni, poptipad¢ iled6znim az subiledznim stavem a sepsi, avSak bez typickych
prijmi. Klinicky néalez pak muze faleSné¢ poukazovat na komplikace Crohnovy
choroby, apendicitidy, nemoci terminalniho ilea aj. [9]

Diive byl za etiologické agens pseudomembranézni kolitidy (PME) povazovan
Staphylococcus aureus, pozdéji jim byly oznafeny toxiny Clostridium difficile. PME
prvné popsal Finney v John Hopkins Hospital v Baltimore roku 1893. Jak bylo
Vv predchozi kapitole feCeno, s proliferaci bakterii dochazi k tvorbé a sekreci toxinu A a
B. Ty zplsobuji vyplaveni prozanétlivych slizni¢nich cytokint, diky kterym vznikaji ve
sliznici stfeva zanétliva loziska s intenzivni exsudaci. (Pfiloha ¢. 1) ,,Makroskopicky
vypadaji loziska postizené sliznice jako Sedozluté pseudomembrany, coz je dano
pfitomnosti plakil sloZzenych ze zanétlivych bunék a bun&cné drti z poskozenych krypt.*
[18] Mezi znamky PME patfi:

- horecka (nad 38 °C)

- ztuhlost

- hemodynamické nestabilita véetné ptiznaki septického Soku

- znamky peritonitidy

- ptiznaky ileu v¢etn€ zvraceni bez pruchodu stolice

- vyrazna leukocytéza (leukocyty > 15 x 10°/L)

- zvySeny kreatinin v séru (> 50 % nad vychozi hodnoty)

- zvySend koncentrace laktatu v séru

- distenze tlustého stieva

[5,18,42]

Ve 3 % ptipadt se vyskytuje jiz vySe zminény fulminantni pribéh onemocnéni.

Mize se projevit jako ileus, toxicky megakolon nebo perforace stieva; je spojen
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s hyperlaktatemii (nad 5,0 mmol/l) a leukocyt6zou (nad 50 000). Mortalita ¢ini 40 — 50
%. Néachylni k tomuto onemocnéni jsou piedevSim star$i, imunosuprimovani pacienti.
Pro toto onemocnéni je typicky Casty vyskyt rekurentnich infekci, az u 20 %. Ty se
objevuji od jednoho tydne do dvou mésicti po ukonceni 1é¢by. Rekurentni infekce
vznikaji diky dozravani spor perzistujicich ve stievé pacienta 1 po pieléceni CDI. Po
1é€be prvni rekurentni infekce je riziko néslednych infekei az 65 %. Rizikové€jsi skupinu
tvoii zeny, a to az 60 %. [18,22]

K opétovnému rozvoji infekce dochazi snadno, protoze pokud se neobnovi
fyziologicky stievni ekosystém, zlstdva organismus vysoce vnimavy k opétovnému
pfemnozeni klostridii. Za rekurentni infekci se povazuje relaps (opétovné vzplanuti
infekce z klostridii, diky spoéram zistavajicim ve stfevech) nebo reinfekce (noveé vznikla
infekce zptsobend spérami klostridii z vnéj$iho prostiedi; miize se jednat o stavajici
nebo jiny kmen). Nemocny s klostridiovou kolitidou vyluc¢uje miliony spor v kazdém
mililitru prijmové stolice, kterymi kontaminuje okoli. Proto jsou €astéjsi reinfekce, nez
relapsy. Infekéni davka je u vnimavého jedince desitky az stovky spér. Pric¢inou

rekurenci neni selhani antibiotické 1é¢by v disledku odolnosti. [7]

1.2.4 Epidemiologie, pienos a preventivni opatieni

Clostridium difficile je sporulujici bakterie a vyskytuje se b&zné v pfirode,
odpadnich 1 povrchovych vodach. Pravdépodobny (ale nepotvrzeny) zdroj kolonizace a
mozné CDI v komunité€ jsou zvifata a masné produkty.

Clostridium  difficile  je vyznamny pivodce nozokomidlnich  infekei.
Pravdépodobnost kolonizace nemocni¢nich pacienti je zavisld na lokalni
epidemiologické situaci nartsta s délkou hospitalizace. Faktory pfispivajici k vzniku
klostridiové kolitidy jsou: stfevni dysmikrobie (antibioticka 1é¢ba — hl. aminopeniciliny,
cefalosporiny, linkosamidy, fluorochinolony), sniZzena motilita stfeva (stavy po operaci
v biiSni duting, podavani 1€kt tlumicich peristaltiku, t€hotenstvi), celkova omezena
pohyblivost (dlouhodoby pobyt na lizku, operace v celkové narkéze, revmatické a
nervové choroby omezujici hybnost), porucha slizni¢ni imunity v GIT (nedostatecna

tvorba slizni¢nich IgA, karence bilkovin, zhoubné tumory, 1é¢ba cytostatiky, ulcerdzni
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kolitida), vyssi veék (incidence a zavaznost choroby se podstatné zvySuje od véku > 65
let). [7]

Roku 2003 doslo k vyznamnému zlomu v epidemiologii a vyznamnosti infekci
v souvislosti s C. difficile v severni Americe. Nejdiive v Kanadé¢ a nasledné v USA byl
zaznamenan zvyseny vyskyt CDI, a to hlavné v nemocnicich a dalSich zdravotnickych
zafizenich. Tyto infekce byly typické svym tézkym prubéhem a vysokou cCetnosti
rekurentnich infekci, zvySenou morbiditou a mortalitou. Za pivodce infekei byl
oznacen hypervirulentni PCR ribotyp 027, typicky mimo jiné nadmérné vysokou
produkci toxinl A 1 B. Dal$i vyzkumy ukézaly, Ze ribotypt s podobnymi vlastnostmi je
vice. V kratké dobé se objevil 1 ve Velké Britanii, Belgii, Francii a Rakousku. Nejvétsi
Cetnost vyskytu byla zaznamenana ve Velké Britanii, kde se Clostridium difficile stalo
nejrozsifenéjSim nozokomidlnim patogenem, ktery svou zavaznosti predcil i vyskyt
MRSA. [7,25] Kmeny bakterii Clostridium difficile se velmi 1isi, pokud jde o jejich
virulenci. Kazdy kmen ma jinou kvalitu a kvantitu tvorby toxinl, tak i zavaznost
kone¢nych ptiznakii. Spory, které tato bakterie vytvaii, jsou mimotfadné odolné vici
okolnimu prostiedi. Diky tomu patogen snadno piezivd v okoli nemocnych osob a
prispiva k epidemickému Sifeni infekci v peCovatelskych zafizenich a nemocnicich.
Nemocni, ktefi jsou postizeni prijmem zpusobenym C. difficile vylucuji stolici
nesmirné mnozstvi spor, ty jsou piendseny hlavné fekalné€ oralni cestou. Pienosu se da
pfedchazet dodrzovanim hygienickych rezimovych opatfeni a spravnou oSetfovatelskou
péci. Do hygienickych reZzimovych opatfeni patfi dezinfekéni a sterilizacni postupy,
dodrzovani zésad osobni hygieny zdravotnikd vcetné spravného myti rukou. Spravna
oSetfovatelska péce je také nezbytnd pro zabranéni pienosu. Patfi k ni dodrZzovani
standardnich postupti pfi invazivnich zakrocich, napt. cévni a mocové katetrizaci, uméla
plicni ventilaci a jiné.

V ptipadé propuknuti akutni infekce C. difficile by mél byt personal dostatecné
informovén o patogenu, cestach pfenosu, zpisobu zachazeni s infikovanym pacientem a
o nezbytnych hygienickych opatienich.

V ptipad¢ propuknuti infekce C. difficile, je nutné okamzité zajistit urcita ochranna

opatieni:
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- Izolace nakazeného pacienta na jednolizkovy pokoj se
samostatnou toaletou. V piipadé nakazeni vice pacientd je mozna skupinova
izolace. Nemocny ma vyclenény vSechny pomiicky (fonendoskop, teplomér,
tonometr, mocovou ladhev, podlozni misu apod.). Dava se ptrednost
jednorazovym pomuckam. Pouzité nastroje a pomucky se odkladaji do
uzaviratelnych nadob, ve kterych je sporicidni prostiedek. Zbylé nastroje se
sterilizuji béznym zpisobem. Izolace musi byt dodrzena alespont do doby,
kdy dojde k odeznéni prijmi. O ukonceni izolace rozhoduje 1ékar.

- Pohyb pacienta mimo izola¢ni pokoj je minimalni. V ptipadé
nezbytného ptesunu se informuje doty¢né oddéleni. Jde — li pacient na
operaci, je stanoven individualni, preventivni rezim a zakrok je zafazen na
konec opera¢niho programu.

- Dezinfekce ploch a povrchi je provadéna dusledné a podle
dezinfekéniho programu daného zafizeni. Nadobi a piibory jsou
v uzaviratelnych kontejnerech. Jejich myti se provadi pti teplot¢ 60 °C.
Pouzité lazkoviny a pradlo se dévaji do popsanych a oddélenych pytli, které
jsou umistény pfimo na pokoji pacienta. VSechen kontaminovany material je
povazuje za infek¢ni odpad a podle toho je 1 likvidovan.

- OSsetfujici persondl pouziva jednorazové rukavice a pii vstupu do
pokoje se prevléka do plast€ pro jednordzové pouziti. Pred odchodem
z pokoje si dezinfikuje ruce ptipravkem se sporicidnim tc¢inkem.

- Uklidové sluzba je informovana o vyskytu infekce a pro dany
pokoj pouziva jen vyclenéné pomiicky a prostfedky se sporicidnim u¢inkem.

- Rodinni pfisluSnici jsou informovani, Ze navstévy jsou mozné
pouze se souhlasem oSetiujictho lékafe. Samoziejmé i navstévy dodrzuji
bariérova opatieni.

- Propusténi nebo pielozeni pacienta je mozné az po odeznéni
infekce. Pokud dojde Kk relapsu, je nutné znovu pacienta izolovat. I po
vyléceni infekce pacient zlstava prenaseCem, toto je nutné zaznamenat do
pacientovy dokumentace. Dokumentace pacienta vzdy zlstdva mimo jeho

pokoj.

27



- Po propusténi pacienta s klostridiovou kolitidou musi byt
provedena dikladnd mechanicka ocista a dezinfekce vSech povrchi a
pfedmétt v ptislusném pokoji. K dezinfekci je nutné pouzivat sporicidni
prosttedky (k. peroctova, aldehydy).

- Doporuceny postup myti rukou:

o Umyt ruce mydlem a oplachnout
0 Osusit jednorazovym ru¢nikem
o Aplikovat sporicidni dezinfekéni prostredek

V dostateéném mnozstvi a vtirat ho do zaschnuti

[20,28,32]

1.2.5 Terapie infekci Clostridium difficile

Lécba CDI zahrnuje zabezpeceni dostatecného prisunu tekutin, mineralti a podani
kauzélnich 1€kd. Jedna se tedy o komplexni piistup. U bezptiznakovych nosi¢i neni
lécba indikovana. Pokud tomu dovoluji okolnosti, méla by byt vysazena antibiotika,
kterd zapticinila onemocnéni CDI. To vede k obnoveni fyziologické stievni flory
zazivaciho traktu a mirni riziko relapst. Déle je dilezité vyvarovat se aplikaci 1ékl
tlumici stfevni peristaltiku. Zakladnimi pfipravky pro 1écbu CDI jsou metronidazol a

vankomycin, podavané 10 az 14 dnu. [3, 26]

Vankomycin

Vankomycin je optimalnim lékem, ktery se z traviciho traktu prakticky nevstifebava a ve
stolici dosahuje vysoké koncentrace. Aplikace se provani perordlné nebo enteralni
sondou, zfidkakdy klyzmatem, a to jen u pacientd v iled6znim stavu. Takto jsou
dosahovany koncentrace ve stolici, které jsou vyssi, nez MIC kment Clostridium
difficile. Citlivost téchto kment je v rozmezi 0,06 — 4 pg/ml. Doporucené davkovani
vankomycinu je 125 mg po Sesti hodinach, tim se docili koncentrace antibiotika ve

stolici > 1000 pg/g. Naopak parenteralni aplikace se ukazala jako neefektivni
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v souvislosti s dosazenim pozadovanych hladin. Lécba vankomycinem je draz$i nez
metronidazolem. Forma K peroralnimu uziti je na trhu tézko k dostani. Vankomycin se
uziva k terapii tézsich forem CDI. [9,26]
Metronidazol
Pti peroralnim uziti je metronidazol rychle a kompletné vstfeban a jeho antibakteridlné
aktivni metabolity jsou zhruba 6 — 15 % zpétné vylu€ovéany do stolice. Intravendéznim
podanim ptipravek dosahuje ve stolici podobnych koncentraci. ,,Podstatnym momentem
je stupen jeho vylucovani do stievniho lumen, u vodnaté stolice na pocatku 1écby byly
naméfeny koncentrace kolem 9 pg/g, zatimco nasledné pii klinickém zlepSeni u
formované stolice nepfevySovaly 1 pg/g.“ [26] Ruznorodost koncentraci nejspise
souvisi se stupném zanétu stfevni sliznice, s tim souvisi vstfebavani antibiotika do
sttevni sliznice. Doporuené mnozstvi metronidazolu je 500 mg perordlné nebo
intraven6zné po 8 hodinach. U tézsich forem CDI, kde nelze podat vankomycin nebo
v kombinaci s nim, je doporu¢ovano po 6 hodinach. Metronidazol je levngjsi, podle
nékterych autorti vsak mén¢ ucinny nez vankomycin. [9,26]
Vypukne — 1li u pacienta leh¢i forma CDI je vSeobecné doporucovano pouZit
metronidazol, ktery je u téchto forem onemocnéni stejné ucinny jako vankomycin. To
ovSem neplati, dojde — li k t€zké infekci. V téchto pfipadech je metronidazol neti¢innym
lékem, zvlasté souvisi — li infekce sribotypem 027. Bylo dokazano, ze pii 1écbé
komplikovanych infekci je lékem volby vankomycin. Komplikovanou CDI se rozumi
onemocnéni, ve kterém jsou splnény nejméné¢ dve z nasledujicich faktori, a to:

- Vek>65

- Horecka > 38,5 °C

- Hladina albuminu < 25 g/l

- Leukocytoza > 15 000 mm?®

- Prokézana pseudomembran6zni kolitida
Mezi dalsi G¢inné 1éky patii nitazoxanid. Jedna se o 5 — nitrotiazolovy derivat, ktery
pisobi na fadu helmintd, protozoi a Clostridium difficile. Podle nekterych studii je jeho
ucinnost podobna metronidazolu, navic s nizZ§im mnozstvim vedlejSich G¢inki. DalSim

z novych 1éki pro leh¢i formy nemoci je tolevamer. Jedna se o tekuty polymer, ktery
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vyvazuje toxiny a nema vliv na stievni mikrofloru. Prokazatelny terapeuticky efekt maji
rifampicinova antibiotika, mezi které patii rifampicin a rifaximin. Rifampicin se pfi
peroralnim podani témét cely vstiebava, posléze je vSak vylucovan zluci jako metabolit.
Rifaximin se minimaln¢ vstiebava a v tlustém stfevé dosahuje extrémné vysokych
hladin. [3,26]

Mezi novinky patii fidaxomicin, jednd se o nové syntetizované makrocyklické
antibiotikum. V roce 2011 byl registrovan piimo pro 1é¢bu CDI v USA a nasledné i
v zemich Evropské unie véetné Ceské republiky. In vitro je zhruba osmkrat G&inngjsi
proti izolatim C. difficile nez vankomycin. Minimaln¢ ovliviiuje ostatni stievni floru a
jeho klinicky uéinek je srovnatelny s vankomycinem. Dalsi vyznamnou pifednosti je
niz§i riziko rekurenci CDI, ktera je ve srovnani s vankomycinem nizsi az o 50%. [7]
Antibiotika, kterd jsou pouzivana k 1écbe¢ CDI, méni ve stievech piirozené prostiedi
bakterii a tim dochazi k usmrceni i1 téch bakterii, které by za normdlnich okolnosti
zamezily $iteni Clostridium difficile. Védci z University of California at Los Angeles
(UCLA) a University of Texas zjistili, ze pfi infekci buniky ve stfevé uvoliuji molekuly,
které inaktivuji toxiny Clostridium difficile. Testy na zvifatech potvrdily Géinnost 1éku,
stavaji toxiny neskodné. Vyzkum zatim neni dokoncen. NezZ bude 1¢k podan cloveku,
musi predtim projit dal§imi testy. [30]

Probiotika

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které maji pozitivni Gi¢inek na lidsky organismus
pfi svém podavani. U¢inné podporuji sacharolytické bakterie, upravuji stfevni
mikrofléru a zt€zuji podminky pro riist a mnozeni patogennich mikroorganismut jako
jsou klostridie ¢i kvasinky. Probiotika se vyrab&ji ve formé kapsli, prasku atd. Forma
vSak neni podstatnd, dulezity je druh bakterie, UCinnost a jejich pocet.
V gastroenterologii se pouzivaji k prevenci, tak k terapii chorob i chorobnych stavi.
Pravidelné uZivani probiotik zamezuje bolestem bficha, nadymani, harmonizuje stfevni
pasaz a frekvenci stolic. Jejich pozitivni ucinky jsou prokazany u zacpy i prajmu.
Zv1asté jedna — 1i se o infekéni priijmy, pak jsou probiotika schopna zkratit dobu trvani i
snizit jejich frekvenci. Jejich pouziti je také vhodné jako prevence stfevni dysmikrobie

pfi pouzivani antibiotik. Chrani pfed vznikem postantibiotické kolitidy zplsobené
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Clostridium difficile, tak i pseudomembrandzni kolitidy, ktera bez véasné¢ho lé¢eni
konci smrti pacienta. Kombinace probiotik a Sirokospektrych antibiotik dokdze snizit
riziko vzniku postantibiotickych kolitid. V tomto ptipadé slouzi probiotika jako doplnék
k antibiotické terapii. [19]

Transplantace stolice

Prvni zminky o fekalni bakterioterapii pochazeji z roku 1958. Zakladem této metody je
poznatek, Ze stolice zdravého cloveka je az z 80 % tvofena intestinalni mikroflorou.
»Prvni publikované prace byly zaloZzeny na kolonoskopicky aplikovanych nalevech —
nevyhodou byla nutnost provedeni nckolikrat tydné, vétsi zatéz pacienta a riziko
perforace zaniceného tlustého stfeva.” [29] V souvislosti se stale se zvySujicim
vyskytem relabujici klostridiové kolitidy zaziva transplantace stolice renesanci. V
soucasné dobé se provadi jednorazova aplikace fekalni bakterioterapie nasojejunalni
sondou. Tim dochazi k restrikci nezddouciho piisobeni zalude¢ni kyseliny na pteziti
mikrobilnich kmenti. Usp&snost této metody &ini miniméalné 80 %. Podminkou pro
zapoceti této 1éCby je pochopeni a souhlas jak pacienta i darce dolozenym podepsanym
informovanym souhlasem. Darcem stolice byva zpravidla ¢len rodiny, a to diky
predpokladané podobnosti stfevni fory. Kazdy darce musi projit testy na virovou
hepatitidu A a B, HIV a syfilis. Samoziejmé nesmi darcova stolice obsahovat toxiny
Clostridium difficile a darce nesmi dva mésice pfed transplantaci uzivat antibiotika,

jinak je z transplantace stolice vyfazen. [29]

1.2.6 Metody diagnostiky Clostridium difficile

Laboratorni diagnostika

Pro diagnostiku CDI (Clostridium difficile infection) je stéZejni mikrobiologické
vySetireni. Odebird se vzorek stolice (nestaci rektalni vytér) do sterilni nadobky.
MnozZstvi odebrané stolice by mélo byt aspont 2 ml. Optimalni je vzorek vySetfit do
dvou hodin po odbéru. Pokud to neni mozné, je tieba vzorek uchovat pfi chladni¢kové

teploté. Zpracovani vzorku by mélo probéhnout nejdéle do 48 hodin po odbéru.
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Pro mikrobiologickou diagnostiku se v dneSni dob¢ pouziva fada metod. Kazda z nich
ma jinou miru senzitivity a specificity, proto se doporucuje kombinovat vzdy vice
metod. [7]

Pro vyfazeni negativnich vzorkli se pouzivd test na prikaz glutamat
dehydrogenazy (GDH test). GDH je specificky antigen - exoenzym, ktery produkuje C.
difficile. GDH mize byt stanoveno samostatné, nebo zaroven s toxiny. K prukazu se
pouziva metoda ELISA nebo imunochromatografie. U imunochromatografie jsou
specifické protilatky proti GDH adsorbované na testovaci membrané. Konjugat (napf.
mysi monoklonalni protilatka proti GDH s vdzanou kfenovou peroxiddzou) se vaze na
antigen (GHD) piitomny ve vzorku. Vznikly komplex migruje filtraénim prouzkem k
membrané, kde dochazi k vazbé na imobilizované protilatky proti GHD. Po aplikaci
substratu (napf. tetrametylebenzidin) se hodnoti ptfitomnost barevné linie — pozitivita
reakce. Test trva 30-45 minut, citlivost testu je 90-100 %. [7, 10]

Pokud je prikaz GHD pozitivni, je nutné provést dalsi testy: prukaz toxinti, PCR nebo
kultiva¢ni vySetfeni — je nutné potvrdit nebo vyloucit toxigenni kmen C. difficile.

Pro priikaz toxina A, B ze stolice se pouzivaji imunochemické testy (ELISA nebo

imunochromatografie). K dispozici je fada komercnich testil, senzitivita vétSiny z nich
je 60-80 % - neni tedy postacujici.
ELISA (Enzym Linked Imunnosorbent Assay) je nejpouzivanéj$i metodou. Protilatky
proti toxinu A a B jsou navazany v jamkach testované desticky. Jako konjugat proti
toxinu A se pouZzivd monoklonalni mysi protilatka s navazanou kienovou peroxidazou,
proti toxinu B polyklonalni kozi protilatka se stejnym enzymem. Pozitivita testu se
projevi zlutym zbarvenim po pifidani substratu. Test trva cca 2 hodiny. Pfi negativnim
vysledku se doporucuje vySetfeni zopakovat, ptipadné vysSetfit i tieti vzorek stolice.
[7,34,37]

Pokud se imunochemickym testem neprokéze pozitivita toxinli, doporucuje se
provést PCR vySetteni stolice nebo kultivace a ndsledné test na pritkaz toxinti u kmene.
PCR — k dispozici jsou komer¢ni kity (vétsinou na principu realtime PCR) pro prikaz
genu pro toxin B (tcdB). Nekteré kity slouzi zaroven jesté k prukazu genu pro binarni
toxin a detekci deleci, které jsou typické pro epidemické PCR ribotypy (napi. 027).
Realtime PCR trva cca 1 hodinu, citlivost je vysoka: 99-100 %. Vysoka senzitivita
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muze byt ale i nevyhodou — PCR prokaze i velmi malé mnozstvi toxigennich C.
difficile, které mize znamenat i kolonizaci. [7]

PCR se tfadi mezi molekuldrné-biologické metody s amplifikaci. Amplifikace spociva
v namnoZzeni hledaného useku DNA (templatu). Jedna se o velmi citlivou metodu.

PCR probiha v termocykleru (pfistroj, ktery dokaze vzorek velmi rychle zahtat a
ochladit).

Reakce probihd v tenkosténné kyveté, kterd se umisti do termocykleru. Soucasti
reakéni smési je izolovand DNA, primery (syntetické oligonukleotidy), DNA -
polymeraza, nukleotidy, MnCl, a MgCl..

K amplifikaci templatu se pouzivaji tii opakujici se kroky:

1) denaturace — pii teploté 95 °C se od sebe oddéli vlakna DNA (dojde
Kk rozruseni vodikovych mistkd mezi bazemi)

2) hybridizace — pii ochlazeni reak¢éni smési na teplotu 50 - 60 °C se na
specificka mista jednovlaknové DNA navazou komplementarni primery,
které na obou vlaknech vymezi tzv. amplikon (usek pro amplifikaci)

3) elongace — pfi teploté 72 °C dojde k polymeraci — syntéze nového fetézce
DNA (od primeru, na ktery nasedne DNA-polymeraza a pfipojuje volné

nukleotidy)

Cely proces se opakuje zhruba tiicetkrat. Mnozstvi amplikond roste geometrickou fadou
— po dvou hodinach vznika cca 10° — 10° kopii DNA.

K detekci namnoZenych PCR produktl se vyuZiva napi. elektroforeticka separace
Vv agar6zovém gelu a nasledné obarveni v roztoku ethidium bromidu viditelném v UV
svétle. (2)

Realtime PCR umoziuje rychlou, spolehlivou a citlivou detekci a kvantifikaci useku
RNA nebo DNA. Princip je zalozen na sledovani priitbéhu polymerdzové tetézové
reakce pfimo béhem reakce, tedy v redlném Case. Primery jsou znacené fluorescencnimi
barvivy. Nenavazané sondy nefluoreskuji, k fluorescenci dojde aZ po nasednuti primeru
na DNA. Vyhodou oproti béZnému PCR je moZnost kvantifikace, tedy pfesné stanoveni
vychoziho poctu kopii cilové templatové sekvence DNA. K real time PCR se pouzivaji

termocyklery, které maji viko s fotobunikami. Diky nim probiha teplotni cyklovani, tak i
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detekce fluorescence v kazdém cyklu PCR. Fluorescence je piimo tmérna mnozstvi
amplifikatu nachéazejiciho se v reakéni smési. Kvantifikace se zndzoriiuje pomoci
amplifikacnich kiivek. Amplifikacni kiivka ma esovity tvar a sklada se ze tfi ¢asti, a to:
1) ,background* fazi — mnozstvi amplifikatu je tak malé, ze jeho fluorescence
nelze méfit
2) exponencialni faze — mnozstvi produktu exponencielné roste
3) plateau faze — dochdzi kustaleni systému a mnozstvi amplifikovaného
produktu se neménti, fluorescencni signal zlstava staly
Pti detekci mikroorganismil se pouziva absolutni kvantifikace, ktera stanovi vychozi
pocet kopii cilovych molekul. Principem je zjiSténi existence linearniho vztahu mezi
logaritmem startovniho poctu templatovych kopii a Cr dané amplifikacni kiivky. Ct
(threshold cycle) je matematicka hodnota rovnajici se cyklu, kdy amplifika¢ni kiivka

ptekroci fluorescenéni prah umistény v exponencialni fazi reakce. (15,41)

Kultivaéni vySetieni

K anaerobni kultivaci se vyuzivaji selektivni kultiva¢ni ptidy, které obsahuji cefoxitin a
cykloserin k potlaceni ostatni flory. Existuji i chromogenni pudy k zachytu C. difficile.
Citlivost kultivace jesté zvysi kratkodoba inkubace (cca 0,5-1 hod. pied naockovanim)
S 96% etanolem. Etanol stimuluje germinaci (kliceni) spor. Kolonie C. difficile jsou
ploché, nasedlé, obvykle protazené ve sméru oc¢kovaci ¢ary. K identifikaci C. difficile se
krom& mikroskopie pouziva vétSinou latex aglutinace, biochemické testy, MALDI
(popt. 1 PCR).

Kultivace trva 2-4 dny. Senzitivita je 99-100 %. Nevyhodou kultiva¢niho vySetieni je
délka trvani, vyhodou je moznost stanoveni citlivosti k antibiotikim a popft. dalsi
molekularni typizace. Pro priikaz toxind znarostlé kultury je moZné pouZit

imunochemické metody nebo PCR (viz vyse). [7]

Historicky vyznam ma prikaz cytotoxicity na tkanovych kulturach. Cytotoxin je
mozné touto metodou prokazat ve stolici nebo z izolovaného kmene C. difficile. Po
naockovani tkanové kultury (napf. lidskych embryondlnich plicnich fibroblastil) se

sleduje vznik CPE (cytopatického efektu). CPE se d4 neutralizovat antitoxinem C.
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difficile. Tato metoda je ale narofnd na provedeni, nevyhodou je i trvani testu
(minimélné 2 dny) a riziko faleSné pozitivity. Senzitivita se uvadi 94-100 %. Toto

metodu provadi jen specializovana a referencni pracoviste. [7,43]

Endoskopicka diagnostika a zobrazovaci metody

Endoskopické vySetieni - pii dodrzovani vSech kontraindikaci (riziko perforace u
téz§tho postizeni stfeva) ma téméf 100% senzitivitu a specificitu ve fazi
pseudomembranozni kolitidy — pro CDI jsou typické ostrivkovité pablany na
hyperemické, edematdzni sliznici traéniku. Nizni senzitivitu ma endoskopické vySetieni
V prvnich staddiich nemoci nebo u mirné probihajiciho onemocnéni, kdy nejsou pablany
pritomné. Je mozné odebrat biopticky vzorek na histologické vysetieni.

Diagnostiku CDI mutze podpotit CT a sonografické vysetieni (rozSifeni stievni stény

zanétem, dilatace stfevnich kli¢ek). [4,22,37]
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2. CIL PRACE

Cilem prace bylo zhodnotit soucasné moznosti laboratorni mikrobiologické
diagnostiky Clostridium difficile. VVyhodnotila jsem cetnost pozitivnich a negativnich
nalezl za rok 2011 v jednotlivych mésicich, podle pohlavi, véku a odd¢leni, ze kterého
byly odeslany. Také jsem zhodnotila mnozstvi rezistentnich kment C. difficile

k antibiotikiim ve spadové oblasti Nemocnice Ceské Bud&jovice, a. s.
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3. METODIKA

3.1 Charakteristika souboru

Prakticka cast této prace byla uskutecnéna v Laboratoii 1ékafské mikrobiologie na
Pracovisti bakteriologie, v Centralnich laboratotich Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
Po dobu Sesti mésicti jsem se podilela na rutinni préci v laboratofi zahrnujici zpracovani
vzorku, provedeni jednotlivych diagnostickych metod a jejich vyhodnoceni. Zavére¢né
vysledky vSak obsahuji tdaje ziskané za cely rok 2011. Tato data byla ziskdna

z databaze Pracovisté bakteriologie.

Material: stolice na prukaz Clostridium difficile
Metody: piimy prukaz antigenu a toxinu
mikroskopie

kultivace a stanoveni citlivosti k antibiotikim

3.2 Material

Pro mikrobiologické vySetfeni je dulezity spravny odbér biologického materialu.
Na prukaz Clostridium difficile nesta¢i odebrat rektalni vytér, ale je nutné zaslat vzorek
stolice. Vzorek stolice se odebira do sterilniho plastového kontejneru. Stolice by neméla
obsahovat pfimési menstruacni krve ¢i moci. Velikost vzorku by méla zhruba odpovidat
velikosti vlagského ofechu (2,5 cm®). Vétsinou se zasila vzorek tekuté stolice (15 — 30
ml). [21]
Transport materidlu do laboratofe by mél byt co nejrychlejsi. Optimalné do 2 hodin po
odbéru. Vzorky stolice se do transportu uchovavaji v lednici. Snizeni teploty zpomali
metabolické procesy. Vyssi teplota (25-30 °C) miize zpuisobit pfemnozeni bakterii bézné
mikroflory a potlaceni patogennich bakterii. Odebrany material je mozné zpracovat do

24 hodin, pokud je do té doby uchovavan pii chladni¢kové teplot¢.
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Zkumavka se vzorkem musi byt oznaCena jménem pacienta, jeho rodnym Ccislem,
kédem zdravotni pojistovny, ICP — identifikaénim &islem pracovisté, ndzvem oddélent,
kédem diagnoézy a druhem biologického materidlu. Spolecné se vzorkem se do
laboratofe odesila i zddanka o bakteriologické vySetfeni. Kromé vySe zminénych
informaci musi obsahovat ¢as odbéru, jméno zdravotnického pracovnika, ktery odbér
provedl a jméno l€kate, ktery odbér indikoval. Na zddance se jako material oznaci
stolice a v kolonce pro prukaz antigenu, toxinu se oznaci Clostridium difficile (pfti
pozitivit¢ kultivace). Poté je vzorek se Zzadankou odeslan na centralni piijem
Centralnich laboratofi. Zde jsou opét zkontrolovany Udaje na vzorku a na zadance
(jméno a rodné ¢islo). Laborant, ktery pfevzal materidl, musi zapsat své jméno, datum a
Cas prevzeti vzorku na zddanku. Z centralniho pfijmu je material odeslan na Pracovisté
bakteriologie. Zde laborantka znovu zkontroluje shodu tdaji na vzorku a na zadance,
do které napiSe své jméno a tim potvrdi pievzeti biologického materidlu. Zadanku i
kontejner s biologickym materidlem oznaci laboratornim ¢islem, pod kterym je pacient

veden v pocitacovém systému laboratote (LIS-STAPRO).

3.3 Metody

3.3.1 Primy prikaz antigenu a toxinu

Vzorek se na Pracovisti bakteriologie zpracovava postupné ve dvou laboratofich.
V Laboratofi dourcovani izolatu se provadi ptimy prikaz antigenu a toxinu Clostridium
difficile imunochromatografickou metodou — jedna se 0 membranovou enzymovou
imunoanalyzu pro detekci glutamatdehydrogenazy (antigenu C. difficile) a toxini A a B.
Pouziva se komeréné vyrabény set od firmy TECHLAB®. Reagencie jsou uchovavany
pii teploté 2 — 8 °C. Pfed pouzitim se nechaji vytemperovat na pokojovou teplotu 15 —
30 °C. Set obsahuje testovaci kazetu, diluent, promyvaci pufr (Wash Buffer), substrat,
konjugat, pozitivni kontrolu a jednorazové plastové pipety. (Pfiloha ¢. 2) Dalsi
pomtucky, které nejsou soucasti setu, jsou rukavice, stopky, pipeta, testovaci zkumavky,

aplikaéni ty€inky a pipeta se Spickami. Opét se zkontroluji udaje z zddanky a vzorku.
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Laboratornim ¢islem ze zadanky se oznali zkumavka a testovaci kazeta, které jsou

nasledné pouzity.

Postup:

1.

Ptiprava vzorku:
vV oznacené zkumavce se smicha 750 ul diluentu, 1 kapku konjugétu a 25 pl vzorku
stolice (tekuta stolice se odebere pipetou).

takto nafedény vzorek je homogenizovan na tfepacce

. Aplikace vzorku

do aplika¢ni jamky (Sample Well) na testovaci kazeté (v pravém dolnim rohu
testovaci kazety) se pipetou pienese 500 pl nafedéného vzorku a necha se 15 minut

inkubovat pfi pokojové teploté

. Promyti membrany

poté se aplikuje 300 pl promyvaciho pufru (Wash Buffer) do reakéniho okna

(Reaction Windows); promyvaci pufr se necha dokonale vsaknout do membrany.

. Aplikace substratu

do reak¢éniho okna se aplikuji 2 kapky substratu.
vzorek se necha 10 minut inkubovat pfi pokojové teploté, poté se hodnoti vysledek

testu

. Interpretace vysledki

objeveni linie modrych teCek uprostied reakéniho okna znaci pozitivni kontrolu
testu; tato linie se vzdy musi objevit, jinak test nelze hodnotit.

dale se hodnoti pozitivita antigenu a toxinu pomoci modrych linii

Vlevé casti kazety se hodnoti pozitivita antigenu (oblast Ag) - pokud se objevi
modra linie, jsou ve stolici pfitomny antigeny Clostridium difficile

V pravé casti kazety se hodnoti pozitivita toxind (oblast Tox) — pokud se objevi
modra linie, jsou ve stolici pfitomny toxiny A/B

Vv ptipadé, Ze se zbarvi pouze pozitivni kontrola, tedy modré linie ¢tyt te¢ek uprostied
reakéniho okna, bez linii v detekénich oblastech kazety, je vzorek oznacen za

negativni - neni v ném tedy pfitomen antigen ani toxin Clostridium difficile.
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- nezobrazi — li se po uplynuti deseti minut zadna linie, vysledek je povazovéan za
chybny, to samé plati, nezobrazi — li se pozitivni kontrola.

- pokud se zobrazi pozitivni kontrola a linie pouze v oblasti toxinu, tak je tento test
povazovan za nejasny - Vtomto piipadé je doporuceno test opakovat S Cerstvym

vzorkem stolice. [33]

Vyhodnoceni test:

. DIFF COMPLETE C. (N COMPLETE J \_C. DIFF COMPLETE /

Pozitivni Antigen  Pozitivni Antigen Negativni
i Toxin

[33]

Je — li antigen i toxin A/B pozitivni, vysledek je nahlasen na odd€leni a navic ustavnimu

epidemiologovi. Na Pracovisti bakteriologie v Laboratofi stolice se dale provadi

.....

Pokud je antigen pozitivni a toxin A/B negativni, je vysledek hlaSen na pfislusné

oddéleni, ustavnimu epidemiologovi a stolice odeslana do Laboratofe molekularni
biologie a genetiky na PCR — na pritkaz genu pro toxin B Clostridium difficile metodou
GeneXpert. Pokud je vysledek PCR pozitivni, na Pracovisti bakteriologie (v Laboratofi
citlivosti na antibiotika.

Vyjde — li antigen i toxin A/B negativni, dal§i vysetfeni na Clostridium difficile

(kultivace) se neprovadi. Vysledek je ohlaSen na ptislusné oddéleni. Pouze na Zadost
osetfujiciho 1ékate je vzorek zaslan do Laboratofe molekularni biologie a genetiky, kde

se pomoci PCR vysetii stolice na prikaz genu pro toxin B. Metodou GeneXpert (real
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time PCR) se krom¢ genu pro toxin B prokazuje jest€¢ gen pro bindrni toxin a prikaz

potencionalniho ribotypu 027.

3.3.2 Mikroskopie

Mikroskopicky preparat se ze stolice zhotovuje vzdy — nezavisle na vysledku
imunochromatografie.
Mikroskopicky preparat je zhotoven z nativni stolice natfené na podlozni sklicko. Pred
obarvenim je sklicko ofixovano plamenem kahanu a dale obarveno podle Grama.
Na Pracovisti bakteriologie se na barveni pouziva barvici automat MIRASTAINER®.
(Ptiloha ¢. 3) Timto systétmem je mozné obarvit 30 sklicek najednou. Sklicka se
naskladaji vyjimatelného drzaku sklicek, ktery se poté nasadi do ramene drzéku. Barvici
a fixaéni roztoky v barvicich nadobach, které jsou vlozeny do jednotlivych stanic
automatu. Pfi barveni se drzék se sklicky pohybuje podle naprogramovaného postupu
od stanice ke stanici. Po dokonceni barveni dava syst¢ém MIRASTAINER® zvukovy

signal. Barveni dle Grama v barvicim automatu trva celkem 8 minut.

Postup:

Roztok krystalové violeti .......... 1 min. 30 sek.
Proplach ..........c..cooi. 30 sek.
Lugoltv roztok 1 min. .............. 30 sek.
Proplach ..., 30 sek.
Odbarvovaci roztok ................. 30 sek.
Proplach ..........c.ociii, 30 sek.
Roztok safraninu .................... 30 sek.
Proplach ... 30 sek.
SuSent ... 2 min

Mikroskopicky preparat se prohlizi optickym mikroskopem pifi celkovém zvétSeni
1000x (s vyuzitim imerzniho systému).

V mikroskopickém obraze se hodnoti pfitomnost leukocytli, erytrocytii a bakterii.
Kvantita se vyjadiuje na +, ++, +++. Obvykle byva pfitomna polymikrobidlni smiSena

anaerobni a fakultativné-anaerobni flora, né¢kdy kvasinky. Pokud jsou nalezeny
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grampozitivni siln€jsi tyCinky s ovalnymi subterminalnimi spérami — miize se jednat o

Clostridium difficile. (Pfiloha ¢. 4)

3.3.3 Kultivace a stanoveni citlivosti k antibiotikim

Pokud je vysledek imunochromatografie negativni, nebo pokud je prokézan pouze
antigen Clostridium difficile (jedna se o netoxigenni kmen), zpracovava se stolice
podobn¢ jako rektalni vytér — naockuje se na tyto kultivaéni pudy: McConkey agar, SS
agar, Selenitovou ptidu, Sabouraud agar a Campylo Butzler gel. S tim rozdilem, ze u
reklatnich vytéra se Sabouraud agar standardné nezatazuje. (Ptiloha €. 11)

McConkey agar je selektivné — diagnosticka ptda, pouziva se k zachytu koliformnich
mikrobil a stfevnich patogent. Selektivita spocivd v potlaceni riistu grampozitivnich
bakterii, rostou na ni tedy jen gramnegativni bakterie. Diagnosticka ptida odlisi bakterie
Stépici a nestépici laktozu. Svétlé (bezbarvé) kolonie maji bakterie laktozu nestépici,

ruzové kolonie laktézu Stépici.

SloZeni (g/litr):

Pepton 17,0
Laktosa 10,0
Proteosovy pepton 3,0
Zlugové soli 15
NaCl 50
Neutralni ¢erven 0,03
Krystalova violet’ 0,001
Agar 13,5
pH 7,1 +0,2

SS agar je pojmenovan podle anglického nazvu Salmonella — Shigella agar. Jedna se o

selektivné-diagnostickou pidu. Kromé Stépeni laktdozy diagnostikuje 1 bakterie
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produkujici sirovodik — s ¢ernym zbarvenim kolonii. Kolonie salmonel jsou bezbarvé

s ¢ernym stfedem a kolonie shigel jsou pouze bezbarvé.

Slozeni (g/litr):

Peptony 10,0
Laktosa 10,0
Citrat sodny 10,0
Hovézi zlu¢, suSena 8,5
Na,S,03 8,5
Citrat zelezitoamonny 1,0
Neutralni ¢erven 0,025
Brilantni zelen 0,0003
Agar 12,0
pH 7,0+0,2

Selenitova puda je tekuta ptida slouZici k selektivnimu pomnoZeni salmonel. Piida se

druhy den vyockovava na SS agar.

SloZeni (g/1000 ml):

Pepton pro bakteriologii 6,0
Seleni¢itan sodny 2,0
Laktosa 3,5
NaH,PO,4 4,0
Na,HPO, 55
pH7,1+0,2

Sabouraudiiv agar se pouziva ke kultivaci kvasinek a plisni.
Slozeni (g/litr):
Pankreaticky hydrolyzat kaseinu 5,0
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Pepticky hydrolyzat zviteci tkdin¢ 5,0

Glukosa 40,0
Agar 15,0
pH 5,6 +£0,2

McConkey agar, SS agar, Sabouraud agar a Selenitova piida se kultivuji aerobné¢ 24-48

hodin piti 37 °C.

Campylo Butzler gel je krevni agar pro kultivaci Campylobacter jejuni.

Slozeni (g/litr):

Proteazovy pepton 15,0
Jatrovy extrakt 25
Kvasnicovy extrakt 50
Chlorid sodny 50
Agar 15,0
Berani defibrinovana krev 100,0 ml
pH7,4+0,2

Campylobakter jejuni roste pouze v mikroaerofilni atmosféfe. Ta se vytvoifi pomoci
pfistroje LAS, ktery je podrobné&ji popsan niZe. Plotna je zatavena do bilého sacku, ve
kterém se vytvoii vhodna mikroaerofilni atmosféra pro kultivaci C. jejuni: 79,3 % Np;
7,5 % Oy; 6,4 % Hy; 6,4 % CO,. Kultivace probiha 48 (popt. 72) hodin pfi teploté 42
°C.

Pokud je prokéazan toxigenni kmen Clostridium difficile (imunochromatograficky a
popt. PCR) je vzorek stolice naoc¢kovan jesté na CLDA (Clostridium difficile agar) a
THIOM (VF — bujon) — tyto pidy se oznaci pismenem ,,B“. Citlivost kultivace zvysi
inkubace stolice s 96% etanolem (alkohol stimuluje kli¢eni spor). Stolice o hmotnosti
cca 0,5g (0,5 ml) se pfida do 0,5 ml 96% etanolu. Za 30-40 minut se alkoholova
suspenze vyockuje na CLDA a THIOM - tyto piidy se oznacuji pismenem ,,A*.
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THIOM (thiogylkolatové médium, VF-bujon) je tekutd pomnozovaci anaerobni ptuda

s parafinem. Inkubuje se 48 hodin aerobné piti 37 °C.

Slozeni (g/litr):

Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15,0
Kvasni¢ny extrakt 5,0
Thioglykolat sodny 0,5
Chlorid sodny 2,5
L — cystin 0,5
Glukoza 55
pH7,1+0,2

CLDA je selektivni pida s antibiotiky, ktera slouzi k izolaci Clostridium difficile.

Slozeni (g/litr):

Proteosovy pepton 40,0
Hydrogenfosfore¢nan disodny 5,0
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 1,0
Siran hote¢naty 0,1
Chlorid sodny 2,0
Fruktéza 6,0
Agar 15,0
Defibrinovana konska krev 70,0 ml
D — cykloserin 0,5
Cefoxitin 0,016
pH7,4+0,2 [38]

Pidy CLDA se kultivuji v anaerobni atmosféfe. Na Pracovisti bakteriologie je pro
anaerobni kultivaci k dispozici anaerobni box, v piipad¢ kultivace stolice na
Clostridium difficile se ale vyuziva LAS systém.

LAS — Lataltiv anaerobni systém
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Toto zatizeni se sklada z n€kolika samostatnych casti, které zajistuji funkcnost celku.
Slouzi k odsati vzduchu, plynu nebo smeési plynti z uzavieného prostoru (vakuovaci
komory), pomoci elektrické rotacni vyvévy (vakuovani) a nasledné naplnéni vakuovaci
komory plynem daného slozeni, objemu a kvality zpfipojené plynové lahve
(plynovani).

LAS systém Ize pouzit jak k vytvofeni mikroaerofilni atmosféry (pro Kkultivaci
Campylobacter jejuni) — pouzivaji se specialni prihledné sacky, nevklada se katalyzator
a dojde jenom k ¢astecnému vakuovani (ze 75 %), aby byla splnéna podminka 7,5 % O,
v atmosféte. (Piiloha €. 5)

Pro vytvofeni anaerobni atmosféry se plotny vkladaji do sacku zlaté barvy. Tyto sacky
jsou postupné vrstveny znékolika riiznych termoplastickych umélych hmot. Do
aplika¢niho sacku se ptidava katalyzator kysliku. Jedna se o dvé valeckové tablety 5 x 5
mm, které jsou vloZeny v safcich z hedvdbného papiru. Katalyzator se do sacku déava
jako prvni, poté se vlozi kultivaéni ptdy, které se davaji vickem nahoru. Zabrani se tak
uvolnéni agaru béhem vakuovani. Velikost aplikacniho sa¢ku musi byt takova, aby se
do n¢&j vesly vSechny plotny a jeho volny okraj byl 4 — 5 cm. Sacek s miskami se vlozi
do vakuovaci komory. Okraj sacku se zasune do zarezu drzédku plynové trysky. Viko
komory se obéma rukama zavte. (Pfiloha ¢. 6) Poté zacne proces vakuovani. Pfistroj
vytvori vakuum ze 100 % a poté do komory pusti 80 % N, 10 % H,, 10 % CO,. Po

zataveni se sacek uklada do termostatu, kde se dva dny kultivuje pii 37 °C.

3.3.4 Kultivace a stanoveni citlivosti k antibiotikum

Po 48 hodinach se hodnoti kultivace na anaerobnich pidach CLDA. Na ptudach
oznacenych ,,.B“ obvykle roste smiSend flora, na ptidach oznacenych pismenem ,,A“ je
veétsi pravdépodobnost zachytu Clostridium difficile (Casto zde roste v ¢isté kultuie). Ze
suspektnich kolonii (vétsi, ploché, nepravidelné, Sedavé kolonie, obvykle protazené ve
sméru ocCkovaci ¢ary) se zhotovuje mikroskopicky preparat. Nalez grampozitivnich
nebo gramlabilnich delSich rovnych tyéek (sporulace v preparatu zhotoveného z kultury

nebyva vétSinou vyznafena; nékdy jsou vSak pfitomny typické subtermindlni ovéalné
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spory) se ovéiuje dalSim testem (popi. testy). Pokud v primokultufe na tuhych pidach
nebyla kultivace Clostridum difficile uspésna, zhotovi se mikroskopicky preparat
pomnozovacich anaerobnich bujoni A a B a pfi nalezu suspektnich grampozitivnich
ty¢ek se tyto pady opét vyockuji na CLDA, které se inkubuji v anaerobni atmosféie
dalsich 48 hodin pti 37°C.

VétSinou se k identifikaci narostlych kolonii pouzivéa latexova aglutinace. Jedna
se 0 metodu, kdy se IgG protilatky, navazané na latexovych partikulich, specificky
vazou k antigenim bunécné stény C. difficile. V bakteriologické laboratofi se vyuziva
C. DIFFICILE TEST KIT od firmy OXOID. Sety se skladuji v lednici pfi teploté 2 — 8
°C. Zde jsou chranény pted mrazem i slune¢nim zafenim. Dulezité je dodrzeni data
spotieby. Po uplynuti exspirace se sety nepouzivaji.

Soucasti sady jsou reagencie, a to antisérum (IgG protilatky) navdzané na latexu - C.
difficile latex reagent, fyziologicky roztok - 0,85 % isotonic saline a pozitivni kontrola -
C. difficile positive control. Dale pak jednorazové karty a jednorazové tycinky. (Pfiloha
¢.7)

Pted pouzitim se reagencie nechaji vytemperovat na pokojovou teplotu. Do vyznacené
oblasti na reakéni karté se aplikuje 1 kapka fyziologického roztoku a smicha se pomoci
sterilni ty€inky s testovanou kolonii ze selektivni ptidy CLDA. Po smichani musi byt
vytvofen zakal. Mize se stat, ze uz v tomto kroku dojde k aglutinaci nebo shlukovani.
Pravdépodobné se jednd o autoaglutinaci a v testu se nepokracuje. Pokud nedojde ke
spontanni aglutinaci, pak se ptida kapka antiséra C. difficile. Je dulezité, aby Spicka
kapatka zustala sterilni a nedotkla se suspenze. Cela suspenze se micha sterilni ty¢inkou
30 sekund. V pfipadé¢ pozitivni reakce dojde do dvou minut k aglutinaci. (Ptiloha ¢. 8)
Pfi negativni reakci k aglutinaci nedojde.

U kazdého vzorku se provadi pozitivni kontrola kvality kytu a reagencii. Pozitivni
kontrola je soucast baleni. Smichanim jedné kapky pozitivni kontroly a C. difficile
Latex reagent dojde pii spravné reaktivité k aglutinaci do dvou minut. Kontrola
reagencii se provadi smichanim kapky fyziologického roztoku a kapky C. difficile latex

reagent. Aglutinace by méla byt negativni.
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K identifikaci kmene bakterie lze téZ pouzit piistroj VITEK MS - metodou
MALDI TOF (MALDI - ionizace laserem za pfitomnosti matrice, TOF — analyza doby
letu). Jedna se o systém slouzici k identifikaci bakterii a mikromycet. Pouziva metodu
ionizace laserem za ptitomnosti matrice a naslednou hmotnostni spektrometrii. Desticka
(nosi¢) obsahuje 48 pozic rozdélenych na 3 méfici skupiny. (Piiloha ¢. 9) Desticka se
vzorky musi byt umisténa na rovném povrchu. Pomoci jednordzové klicky o kapacité 1
ul se nabere kolonie (je dulezité nabrat jen kolonii bez agaru) a v tenké vrstvé nate do
sttedu pozice. Na rozetfenou kulturu se poté aplikuje 1 pl matriéniho roztoku HCCA
(kyselina kyanoskoficovd) a suspenze se necha zaschnout. Jako kontrola slouzi vzorek
kontrolniho referenéniho kmene Escherichia coli, ktery je vzdy umistén na stejné pozici
(uprostied kazdé meéfici skupiny). Na kazdé desticce je carovy kod, diky kterému
pfijima stanice informace o pozici vzorku na nosici. V pfistroji VITEK MS je nosi¢
podroben opakovanému pisobeni laserového paprsku. Matrice vstieba laserové svétlo a
vznikne elektricky naboj. Po vzniku néboje se matrice odpati (= ionizace). Ve vakuové
trubici dojde krozd€leni iontd podle jejich hmotnosti. Vysledky méfeni jsou
znazornény pomoci kiivek (pikll), které odpovidaji rGznym fragmentim piivodnich
molekul ve vzorku. Spektra jsou porovnavana s databazi spekter znamych kment. Poté
procentudlné znazorni pravdépodobnost shody s typickym spektrem daného
mikroorganismu. Dokonal4 shoda ¢ini 99%. Pokud neni kmen Vv databazi, nepodafii se
ho identifikovat.

Dalsi moznosti identifikace kmene v pfipadé podezieni na Clostridium difficile
(vyuzivané ztidka) je metoda PCR (provani Laboratoi molekularni biologie a genetiky).
Po potvrzeni identifikace kmene Clostridium difficile z narostlé kultury se stanovuje
citlivost k antibiotikim, které jsou léky volby pfi terapii CDI - vtomto ptipadé
vankomycinu a metronidazolu. Pro tyto Gcely se pouziva E-test od firmy OXOID a
bioM¢érieux. (Pfiloha €. 10) Jedna se o prouzek, ktery je napuStén antimikrobialni latkou
se vzestupnym gradientem koncentraci od jednoho konce na druhy. E-testy vychazeji ze
stanoveni MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace). Hodnoty koncentraci antimikrobialni

latky jsou na prouzku zndzornény.
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Pted pouzitim se prouzky nechaji vytemperovat na pokojovou teplotu. Suspenzi kmene
C. difficile o hustoté 0,5 McFarlanda se naockuje Schaedlerv agar (neselektivni puda
pro kultivaci anaerobnich bakterii). E-test se polozi doprostied agarového média.
Pinzetou se jemné¢ pfitlaci na prouzek, tim se odstrani vzduchové bubliny. Po polozeni
E-testu na agar dochazi k difuzi antibiotika do agaru a vytvoii se kontinualni
koncentra¢ni gradient. Plotna s E-testem se necha inkubovat 24 — 48 hodin pii 37 °C
V anaerobni atmosféte.

Hodnota MIC se odecitd v bod¢ praseciku inhibicni zony a E-testu. Inhibi¢ni zona (zo6na
zabrany ristu) ma tvar protdhlé kapky (elipsy). V ptfipadé, ze inhibi¢ni zéna prouzek
neprotina, pak je MIC odectena jako < nejnizsi koncentrace antibiotika na E-testu.
Pokud zéna nevznikne, MIC je povazovana za > nejvyssi koncentrace antibiotika na E-
testu. V ptipadé, Ze prisecik je mezi dvéma hodnotami na stupnici, je zvolena ta vyssi.
Konkrétni informace o hodnotach MIC jsou soucasti ptibalovych letakli u jednotlivych
testt. Hodnota MIC se porovnava s tzv. hrani¢ni koncentraci (break — point). Pokud je
MIC < hrani¢ni koncentraci, kmen je k antibiotiku citlivy, pokud je MIC > hrani¢ni
koncentrace, kmen je k antibiotiku rezistentni. Break — point pro VAN je 2 mg/l, pro
MTR je 2 mg/l.

DDT (diskovy difuzni test) se pouziva na testovani citlivosti k moxifloxacinu a
erytromycinu. Citlivost k t¢émto antibiotikiim se do vysledku neuvadi. V pfipad¢ zjisténé
rezistence minimalné k jednomu z téchto antibiotik se kmen zasila do Laboratofe
molekuldrni biologie a genetiky k provedeni PCR vySetfeni (pokud jiz nebylo
provedeno piimo ze stolice). Kromé genu pro toxin B se metodou GeneXpert zaroven
prokazuje i gen pro binarni toxin a potencionalni ribotyp 027. V ptipadé, zZe je
kultivacné zachycen tento suspektni epidemicky zavazny ribotyp, kmen se zasila do

Nérodni referencni laboratote k dalsi typizaci.
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4. VYSLEDKY

Vroce 2011 bylo na Pracovisti bakteriologie vysetieno 291 stolic na prikaz
Clostridium difficile. Za prokazanou infekci se povazuje prukaz toxigenniho kmene

Clostridium difficile.

Piimy prukaz antigenu a toxinu A/B Clostridium difficile se provadi

imunochromatografickou metodou.

Tabulka 1.: Po¢et pozitivnich a negativnich nalezii imunochromatografického

vySetieni stolice v roce 2011.

Vysledek
imunochromatografického | P Ag/P tox P Ag/N tox N Ag/N tox |Celkem
vySetieni
Pocet vzorki 39 44 208 291

P Ag/P tox ... pozitivni antigen a pozitivni toxin A/B
P Ag/N tox ... pozitivni antigen a negativni toxin A/B

N Ag/N tox ... negativni antigen a negativni toxin A/B

Z 291 vzorkl stolic mélo 208 negativni antigen i toxin, 44 mélo pozitivni antigen a

negativni toxin a 39 pozitivni antigen 1 toxin.
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Graf 1.: Procentualni zastoupeni pozitivnich a negativnich nalezi

imunochromatografického vySetieni.
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71,5%

71,5 % vzorki bylo negativnich, 15,1 % mélo pozitivni antigen a negativni toxin a 13,4

% mélo pozitivni antigen i toxin.

Graf 2.: Pocet pozitivnich a negativnich nalezii imunochromatografického

vySetieni na prikaz Clostridium difficile za rok 2011 v jednotlivych mésicich.

35
31
30
=25 24
g, 1 B
N
%15 . 14 14 15 14 P Ag/P tox
- - 1z — -
2 12 m P Ag/N tox
A1
N Ag/N tox

Mnozstvi pozitivnich nalezli se v pribéhu roku vyrazné neliSilo. Nejvice vzorkl bylo
vySetieno v mésici kvétnu, pocet vySetfeni vSak nebyl spojen s vySS§im zachytem

infekce Clostridium difficile. Nebyl prokazan vliv ro¢niho obdobi na vyskyt CDI.
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Graf 3.: Po¢et vzorki z nejcastéji zasilajicich oddéleni (ve vztahu k vysledku

imunochromatografického vySetreni)
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(GAS ... Gastroenterologické odd¢leni, INF ... Infekéni oddé€leni, DEO ... Détské
oddélenti)

Nejcastéji byly vzorky stolice na prukaz Clostridium difficile odebirany na Infekénim
oddéleni (80 vzorki; 27,5%), Gastroenterologickém oddéleni (66 vzorkt; 22,7%) a
Détském oddéleni (25 vzorki; 8,6%). Nejvice pozitivnich nalezl bylo z Infek¢niho

oddéleni.

Tabulka 2.: Po¢et vySetienych vzorki dle pohlavi

Pocet Procenta
vzorki (%)
Celkem 291 100
muzi 135 46,4
Zeny 156 53,6

52



Graf 4.: Procentualni vyjadieni poctu vySetifovanych muzi a Zen

B muzi

W Zeny

Tabulka 2 a graf 4 znazornuji zastoupeni pohlavi mezi vySetfovanymi vzorky. Z 291
vzorkl bylo 46,4 % od muzi, tj. 135 vzorkl. Vice vySetfovanych bylo Zen, a to 53,6 %,
tj. 156 vzorkd.

Za prikaz toxigenniho kmene je povaZovan prikaz toxinu A/B
imunochromatografickym vySetfenim nebo prikaz genu pro toxin B metodou PCR.
(PCR vysetieni ze stolice se provadi, pokud pfi imunochromatografickém vysetieni

vyjde pozitivni pouze antigen.)

U imunochromatografie je detek¢ni hladina glutamat dehydrogendzy od 0,8 ng/ml —
senzitivita testu (prikazu antigenu) je 90,3%; detek¢éni hladina toxinu A je od 0,63
ng/ml a toxinu B od 0,16 ng/ml — senzitivita testu je 87,8%. Negativni vysledek toxinu
A/B pfi pozitivité antigenu znamena nepiitomnost toxinu nebo nizkou koncentraci
nedostateénou pro jeho detekci. Real-time PCR ma vysokou senzitivitu: 99-100%,
detekuje gen pro toxin B (tcdB).
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Graf 5.: Pocet pozitivnich nalezi toxigennich kmenu Clostridium difficile u muzi a

Zen v jednotlivych mésicich
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Tabulka 3.: Procentualni vyjadfeni pozitivnich vysledki CDI

Pocet Procentualni
Pocet
toxigennich zastoupeni
vzorki
kmenu toxigennich kmeni
Celkem 291 74 254 %
Muzi 135 34 252 %
Zeny 156 40 25,6 %

Infekce Clostridium difficile byla prokazana u 74 osob, tj. u 25,4 % z celkového poctu
vySetiovanych. Jednalo se o 34 muzi a 40 zen. Procento pozitivity toxigennich kment

bylo prakticky totozné u obou pohlavi (muzi 25,2 % a Zeny 25,6 %).

U pozitivniho prikazu toxinu A/B imunochromatografickym vySetfenim nebo jen genu

pro toxin B metodou PCR se provadi kultivacni vySetfeni na CLDI.
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Graf 6.: Pocet pozitivnich nalezi u kultiva¢niho vySetieni na prikaz C. difficile za

rok 2011
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Pocet vzorku

Celkovy pocet Pozitivni kultivaéni
kultivaci zachyt

V roce 2011 bylo kultivaéni vysetieni provedeno u 74 vzorkd. Pozitivni kultivaéni

zachyt byl u 46 vzorkd, tj. u 62,2 %.

Graf 7.: Citlivost k testovanym antibiotikim
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(MTR ... metronidazol, VAN ... vankomycin, ERY ... erytromycin, MOX ...
moxifloxacin, + ... citlivost k antibiotiku, - ... rezistence k antibiotiku)

Citlivost k antibiotikiim byla stanovena u 46 kmend. Z toho byl jeden kmen rezistentni
k metronidazolu, jednalo se o zenu (27 let), kterd méla pozitivni antigen i toxin
(imunochromatografickym vysetienim) a vzorek byl odeslan z Infekéniho oddéleni.
Vsechny kmeny byly citlivé k vankomycinu. Citlivost kK MTR a VAN byla stanovena E-
testem. Citlivost k MOX a ERY pomoci diskového difuzniho testu (jedna se o

diagnosticka antibiotika, do vysledku se citlivost k nim neuvad¢la).

Tabulka 4.: Primérny vék pacientt s prokazanou infekci Clostridium difficile

Pohlavi

Muzi Zeny

Primérny vék (rok) 58 59

Primérny v&k u prokdzané CDI byl u obou pohlavi téméf totozny - u muzi 58 let, u zen
59 let.

Toxin C. diffile byl prokazan ve 39 vzorcich stolice imunochromatografickym
vySetfenim. 44 vzorkid stolice (imunochromatografickym vysSetfenim prokazan pouze
antigen) bylo testovano metodou PCR, z toho u 35 vzorkl byl prokazén gen pro toxin
B, u 9 vzorkid ne. U téchto 9 vzorkd se jednalo o pritkkaz netoxigenniho kmene C.
difficile, nebo o faleSnou pozitivitu pfimého prikazu antigenu. U 74 vzorkt celkem (z
291) byl prokazan toxigenni kmen Clostridium difficile. U téchto vzorkd bylo také

provedeno kultivacni vysetieni na Clostridium difficile.
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5. DISKUSE

Infekce Clostridium difficile ma v poslednich letech vzrlstajici charakter. Ve
vyspélych zemich Severni Ameriky, Evropy a Asie jsou hlaseny vyssi incidence CDI jiz
od roku 2003, v Ceské republice je tento vyrazny vzestup zaznamenan od roku 2007.
[36,37] Za rok 2011 bylo na Pracovisté¢ bakteriologie pfijato 291 vzorkd stolic.
Toxigenni kmen byl prokazan u 74 osob, coz z celkového poctu ¢ini 25,4 %. Tento
pocet je o néco nizsi, nez uvadi Tejkalova ve své studii, kde ve FN sv. Anny v Brn¢
bylo za rok 2009 pfijato 304 vzorkt a v roce 2010 dokonce 534. Z toho byla ptitomnost
toxigenniho kmene u 11,5 % pacientd v roce 2009 a u 11,4 % pacientti v roce 2010.
[35] Z toho vyplyva, ze v Nemocnici v Ceskych Budgjovicich, a. s. maji lepsi zachyt
infekce, nez ve FN sv. Anny v Brng.

Senzitivita kultivace CLDI je uvadéna 99 az 100 %. [7] Pozitivni kultiva¢ni zachyt
byl v roce 2011 na Pracovisti bakteriologie u 62,2 % vzorki s prokazanym toxinem (z
pfimého prikazu nebo PCR). Tato niz$i senzitivita mlze byt ovlivnéna kvalitou
potizenych kultiva¢nich pid nebo prodlevou pied zpracovanim stolice do vysledku
PCR vysetieni (material je uchovavan do zpracovani pti chladnickové teplot¢).

V odborné literatufe je za jeden z rizikovych faktorti ozna¢ovan vek nad 65 let. [37]
Tabulka 4 na strané¢ 56 ukazuje, ze primérny v€k pacientd s potvrzenou infekci
Clostridium difficile byl v roce 2011 v Nemocnici Ceské Budgjovice, a. s. u muzi 58 let
auZen 59 let.

Na Pracovisté bakteriologie pfichazeji vzorky zriznych oddéleni nemocnice.
Nejvice jich v8ak bylo z Infekéniho (80 vzorki; 27,5%), Gastroenterologického (66
vzorkl; 22,7%) a Détského oddéleni (25 vzorki; 8,6%). Nejvice pozitivnich vzorkt
pochazi zInfekéniho oddé€leni. Zde jsou hospitalizovani pacienti s infekénimi
chorobami vcetné prijmovych, ktefi sem byli prelozeni z divodu izolace z jinych
oddéleni, nebo jinych zdravotnickych zatizeni. To potvrzuje ve své praci Vojtilova. [36]

Z celkového poctu vySetiovanych vzorkl (291) bylo 46,4 % od muza a 53,6 % od
zen. Vzorki s prokazanou infekci C. difficile bylo 74. Z toho 34 pozitivnich bylo od

muza, tj. 25,2 % a 40 vzorkll od Zen, coz je 25,6 %. Konecné vysledky pozitivnich
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vzorkli z hlediska pohlavi jsou témétr totozné, pravdépodobné tedy pohlavi neni
rizikovym faktorem. Tento faktor neni ani uvadén v odborné literatuie.

Nejcastéji uzivanymi antibiotiky pro 1é¢bu CDI jsou metronidazol a vankomycin.
V mém vyzkumu byla citlivost k ATB stanovena u 46 kment. Z toho byl jeden kmen
rezistentni k metronidazolu. Jednalo se o zenu (27 let), kterda méla pozitivni antigen i
toxin. Vzorek pochazel z Infek¢niho oddéleni. Podle Nyce je metronidazol stéle
povazovan za vysoce ucinny 1€k, ktery se u lehéich forem CDI vyrovna vankomycinu.
[26] Vsechny kmeny byly citlivé k vankomycinu. Tento vysledek je v souladu se studii
Nyce, podle které zatim nejsou validni informace o rezistenci vic¢i vankomycinu. [26]
Podle Denéva je Castéjsi selhani 1é€by metronidazolem uvadéno zejména v souvislosti
s vyskytem ribotypu 027. Jedna zteorii spekuluje, Ze suboptimdlni hladiny
metronidazolu v tlustém stfevé, mohou byt pravé u vysoce virulentnich kment spojeny

s pokracujici produkeci cytotoxinu. [12]
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6. ZAVER

V roce 2011 bylo na Pracovisti bakteriologie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
pfijato 291 vzorkl stolic. Pozitivni prikaz CDI byl prokazan u 74 osob, ztoho
pramérny vek ¢inil u muzu 58 let a u zen 59 let. Mezi pacienty vysetfovanych na CDI
pievazovaly Zeny, avSak v procentuelnim zastoupeni mezi prokdzanymi toxigennimi
kmeny byly vysledky téméf totozné (u muzi 25,2 % a u Zen 25,6 %). U 74 vzorkl
s prokazanou CDI bylo provedeno kultiva¢ni vysetfeni. Kmen byl vykultivovan u 46
vzorkl, coz je 62,2 %. Utéchto 46 kment byla nasledné stanovena citlivost
K antibiotikiim. Z tohoto souboru byly vSechny kmeny citlivé k vankomycinu. Pouze
jeden kmen byl rezistentni k metronidazolu. Na Gastroenterologickém oddéleni bylo
odebrano 66 vzorku, tj. 22,7 %, na Détském oddé€leni 25 vzorkd, tj. 8,6 %. Z hlediska
Cetnosti bylo nejvice vzorkd zaslano z Infekéniho oddéleni (80; 27,5 %), odtud

pochazelo 1 nejvice pacientl s prokazanou CDI.
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7. KLICOVA SLOVA

antigen

Clostridium difficile
nozokomialni infekce
pseudomembrandzni kolitida

toxin
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9. PRILOHY

Priloha ¢. 1

Obr. 2. Prepardt resekovandho tlustéhe sfeva
47leté pacientky s t82kou postantibiotickou pseudo-
membrancsni kolitidou; patrné Zotné pseudomems-
brdny 2droj: http/fradicgraphics.rsnajnis.org)

Fg. 2. Gross spacimen of the resacted colon from
a 47.year-old woman with severz pssudomem-
brancus colitis that developed following antibic-
tic therapy shows muitiple, widely distributed
pseudomembranes {source: http://radiographics.
rsnajnis.org)

Obr. 3. Endoskopicky ndlez u stejné pacientky 2obrazujici charakteris-
tické pseudomembrany cirkuldrné v rdznych obrazenych segmentech
kolen droj: http:/fradiographics.rsnajnis.org)

Fig. 3. Endoscopic imagss cbtained in the same patient show charac-
terstic yellow plagues represanting pseudomembraneas comelataly in-
volving the visualized segments of the colon drcumferentially (source!
http://radiographics.rsnajnis.org)
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