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Laboratorni metody diagnostiky Clostridium difficile

u hospitalizovanych pacientii v Nemocnici Tabor, a.s.

Abstrakt

Tato bakalaiska prace je veénovana problematice bakterialni infekce zplsobené
Clostridium difficile. Tato infekce je vyznamnym medicinskym a epidemiologickym
problémem, zejména u hospitalizovanych pacientti ve zdravotnickych zatizenich.
Teoreticka cast této prace se vénuje popisu bakterie Clostridium difficile v souvislosti
s jejim klinickym vyznamem, pfi¢inami vyskytu, moznostmi laboratornich vysetfovacich
metod na prukaz jeji pfitomnosti a ji produkovanych toxina ve vzorcich. Shrnuje aktuélni
moznosti 1€cby zplisobenych onemocnéni a prevence jejich vzniku. V praktické ¢asti
jsou popsany laboratorni vysetfovaci postupy v soucasné dobé provadéné v Nemocnici
Tabor, a.s. a jsou zde zpracovana data z provedenych vySetieni ve sledovanych obdobich.
Vsechna analyzovana data popisuji vysledky vySetfeni u pacientli hospitalizovanych
v taborské nemocnici.

V praktické ¢asti prace jsou shrnuty a vyhodnoceny vysledky z provedenych vySetfeni.
Je zaméfena na zodpovézeni otazky tykajici se dostateCnosti vySetfovaciho postupu a
vlivu vybranych rizikovych faktorii na Cetnost provedenych vySetieni. Soucasti je i diikaz,
ze vyskyt klostridiové kolitidy vzniklé v souvislosti s nemocnic¢ni péc¢i v prubchu let
roste. Dale jsou zde uvedeny piipady dvou pacientli postizenych onemocnénim
klostridiovou kolitidou zpisobenou ptredchozi 1é¢bou antibiotiky.

V zavéru prace je shrnut vyznam bakterie Clostridium difficile, odpovédi na stanovené
otazky a zhodnoceni moznych zlepSeni v dané oblasti s ohledem na zjisténi, Ze u

provedenych vysetieni je vysoky pocet negativnich vysledki
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Laboratory Methods of Clostridium difficile Diagnostics

in Hospitalized Patients in Tabor Hospital., a.s.

Abstract

This thesis deals with the issue of bacterial infection caused by Clostridium difficile. This
infection is a significant medical and epidemiological problem, especially in hospitalized
patients in health care facilities.

The theoretical part of this thesis focuses on the description of the bacterium Clostridium
difficile, deals with its clinical significance, the causes of occurrence, and laboratory
methods used to examine samples for the presence of the bacterium and its toxins. It
summarizes current possibilities of treatment and prevention of the diseases caused by
the bacterium. The practical part describes current laboratory examination procedures in
the Hospital Tébor, a.s. The data from the examinations in the reference years are
processed there. All analysed data describe results of examinations in patients
hospitalized in the hospital in Tabor.

The practical part of the thesis brings summarized and evaluated results of the
examinations. This part is gives answers to the question of adequacy of examination
procedures and the impact of selected risk factors on the frequency of the examinations.
It also includes evidence that the incidence of health care associated Clostridium difficile
colitis has been increasing over the years. The cases of two patients affected by this colitis
caused by previous antibiotic treatment are also described.

In conclusion, the thesis summarizes the importance of Clostridium difficile and answers
to the set questions. It was found that high number of results of tested samples were

negative. Therefore, possible improvements are recommended.
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P
UvVOD

Clostridium difficile je anaerobni, grampozitivni, sporulujici bakterie. V malém mnozstvi
je tato bakterie béznou soucasti stievni mikroflory lidi i1 zvifat, ale pfemnozeni zejména
toxigennich kmen mize vyvolat u postizen¢ho jedince onemocnéni riizné zavaznosti.
Toxiny a antigeny Clostridium difficile 1ze laboratorné prokazat vysSetfenim vzorku
stolice. VySetfeni lze provadét riznymi metodami pomoci komercnich diagnostickych

sad.

Tato bakalarskéd prace se v teoretické casti zabyva problematikou bakterie Clostridium
difficile, onemocnénimi, kterd muze zpusobovat, faktorti jejich vzniku a lécbou.
V praktické ¢asti jsou vypracovany postupy vySetfeni, které jsou vyuzivany v soucasné
dobé& na Oddéleni Iékatské mikrobiologie v Nemocnici Tabor, a.s. Dale jsou zpracovana
poskytnuta data o provedenych vySetfenich z minulych let. Data poskytnuta pro tuto praci
pochazi z redlného provozu nemocnice, a tak s nimi je i dale nakladano, nebot’ popisuji

realny stav v misté a Case.



1. TEORETICKA CAST

Uvod do problematiky C. difficile

Clostridioides difficile, t€z oznaCovand starSim ndzvem Clostridium difficille je
grampozitivni bakterie s klinickym a epidemiologickym vyznamem. Od roku 1978 je C.
difficile v literatufe oznacovano za mozného puvodce kolitid spojenych s nadmérnym
uzivanim antibiotik (Bene$ et al., 2014). Z tohoto divodu je nutné sledovat vyskyt
onemocnéni zpusobenych touto bakterii a hledat moznou spojitost s piedchozi

antibiotickou 1é¢bou.

Taxonomické zatazeni C. difficile:
Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Clostridia

Rad: Clostridiales

Celed’: Peptostreptococcaceae
Rod: Clostridioides

Druh: Clostridioides difficile
(Lawson et al., 2016).

1.1. Nazev

Bakterie Clostridioides difficile byla poprvé popséana v roce 1935 mikrobiology Ivanem
C. Hallem a Elisabeth O‘Toole jako soucast kolonizujici flory traviciho traktu u
novorozencl. Byla pojmenovana Bacillus difficilis (Hall, 1935). Druhové jméno difficilis
(difficile) odkazuje na neobvyklou obtiznost izolace a studia této bakterie. Kultivace
bakterie Clostridioides difficile totiz vyzaduje anaerobni prostiedi a trva zpravidla déle,

nez je tomu u jinych bakterii (De Vos et al., 2009).

V roce 1938 bylo pojmenovani této bakterie upfesnéno francouzskym bakteriologem
André R. Prévotem. Bakterie Bacillus difficilis byla ptfejmenovana na Clostridium
difficile. Tato zména byla zvefejnéna v Casopise Annales de I'Institut Pasteur (Kamiya,

1993; Gerding, 2009).


https://lpsn.dsmz.de/family/peptostreptococcaceae

Spolu s rozvojem modernich identifikacnich metod dochazi k pfesnéjSimu porozumeéni
fylogenetické piibuznosti bakterii. V dusledku toho byl v roce 2016 publikovan ¢lanek o
navrhu reklasifikace Clostridium difficile na Clostridioides difficile. Hlavnim autorem
tohoto ¢lanku je profesor Paul A. Lawson z univerzity v Oklahomé. Podkladem pro tuto
zménu byly fylogenetické analyzy sekvenci 16S rRNA u bakterii rodu Clostridium.
Nasledn¢ doslo k vymezeni rodu Clostridium vyhradné bakterii Clostridium butyricum
nalezici do klastru I. Oproti tomu u Clostridium difficile byl stanoven klastr XI, kterému
nalezi i dalsi bakterialni druhy z ¢eledi Peptostreptococcaceae. Clostridium difficile bylo
nove¢ klasifikovano jako Clostridioides difficile. Tato zména umoznila zachovat jiz zazité
zkratky, napt. CDI = Clostridium difficile infection/ Clostridioides difficile infection. V
praxi se nyni velice €asto pouziva oznaceni C. difficile, jehoZ vyznam zlstava 1 po

reklasifikaci beze zmény (Lawson et al., 2016; Krutova a Ny¢, 2015).

1.1.1. Morfologie a vyskyt
Bakterie rodu Clostridioides maji tvar $tihlych tyCek. Jejich velikost se pohybuje

v rozmezi 0,5-1,9 x 3,0-16,9 um. Ty¢inky se barvi dle Grama pozitivné (obr. ¢. 1).
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Obr. 1: Preparat C. difficile obarveny dle Grama (vlastni foto)
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Bakterie Clostridioides difficile se vyskytuje bézné v ptirod¢ v prostiedi s nedostatkem
kysliku, naptiklad v pade¢, ve stolici zvifat a lidi a v odpadnich i povrchovych vodéch. Pii
neptiznivych zivotnich podminkach tvofi endospory. Sporulace je vyznamnou vlastnosti

celého bakterialniho kmenu Firmicutes (Schindler, 2010).

Endospory jsou klidovym stadiem bakterii. Tvoii se zejména v piipade, kdy v okolnim
prostiedi neni dostatek zivin. Spory jsou rezistentni vic¢i vlivu nepiiznivych vnéjSich
faktort, jako je pfiliS nizka ¢i vysoka teplota, dehydratace nebo ptitomnost toxickych

latek (Rihova Ambrozova, 2004).

1.1.2. Biochemické vlastnosti

Bakterie C. difficile ma schopnost z bilkovin hydrolyzovat Zelatinu. Ze sacharidi kvasi
velkou cast jejich zastupct. C. difficile vytvari na kultivac¢nich pidach ploché okrouhlé
nepravidelné lemované kolonie, které nezptsobuji zménu na Zloutkovém agaru, ani na
agaru obsahujicim krev. Jednotlivé bakteridlni kolonie pod UV svétlem zelené¢
fosforeskuji, za ptedpokladu, Ze je pfidan do kultiva¢niho media vitamin K;. Sporulace
in vitro neni u C. difficile neni ve vyznamné mife, proto je cilené zvySovana pridavkem

Zloutku a Zlu€ovych soli (Bednéf et al., 1994).

1.2. Klinicky vyznam

C. difficile se u lidi b&Zné vyskytuje v tlustém stievé zdravych jedincii. Na klinickém
vyznamu nabyva tehdy, kdyz se v disledku nerovnovédhy stievni mikroflory zacne
mnozit. Nékteré kmeny C. difficile produkuji toxiny, které svym plisobenim narusuji

strukturu a funkeci tlustého streva

1.2.1. Toxigenita

Clostridioides difficile je za ur¢itych podminek schopno produkovat toxiny. Toxin A
je enterotoxin a toxin B je cytotoxin. Oba tyto toxiny plsobi vzdjemné synergicky.
Produkované toxiny poSkozuji stfevni epitel a hlubsi vrstvy stfevni stény. Pisobeni toxinu
B na hladkou svalovinu a vegetativni nervy stény tracniku zpiisobuje postupnou zastavu
peristaltiky. To ma za pfi¢inu zvySené mnozeni mikrobt ve sttevech, na které organismus
reaguje Upornymi prijmy, které jsou samocisticim mechanismem sttev. Proto jsou prijmy

spojené s inicialnim stddiem onemocnéni. Pfevazna Cast toxigennich kment je schopna
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tvofit jesté tzv. bindrni toxin. Mechanismus plisobeni tohoto toxinu neni zatim bliZe

wev

al., 2014).

1.3. Toxin A
Toxin A je fazen mezi enterotoxiny a ma molekulovou hmotnost 308 kDa. Jeho plisobeni

ve stfevech vyvolava vodnaté az mirn¢ hemorrhagické priiymy (Bednaf et al., 1994).

Toxin A zptsobuje dysfunkci epitelovych bunék steva tak, ze vyvolava kumulaci vazké
tekutiny krevniho piivodu ve stieve. V dasledku pfitomnosti vétSiho mnozstvi viskdzni
tekutiny nemohou buiiky stfevniho epitelu fidit vodni bilanci ve sttevé. Toxin A je toxicky
pro vétSinu bunék imunitniho systému, nici struktury bunék na povrchu stievni sliznice a
potlacuje preventivni ucinek polymorfonukleari. Déle zplsobuje zanétlivou reakci
epitelovych bun¢k stfeva signalizujici rozvijejici se pseudomembrandzni enterokolitidu

(Petrzilkova, 2011).

1.4. Toxin B

porovnani s toxinem A. Pfes svou vysokou toxicitu, dokaze toxin B zplisobovat nekrézu
bunék stfevniho epitelu pouze tehdy, byly-li jiz poSkozeny jejich povrchové struktury
pusobenim toxinu A. K destrukei epitelovych bun€k je nutné plisobeni obou toxint a ve

spravném pofadi, tim pak dochézi na sliznici stfeva ke vzniku typickych erozi a ulceraci

(Petrzilkova, 2011).

1.5. Binarni toxin

Neéktere toxigenni kmeny C. difficile také mohou produkovat dalsi toxin, popsany jako
binarni toxin, jehoz produkce je kddovéana geny cdfA a cdtB. Poprvé byl tento toxin
popsan v roce 1988 a jeho role zatim nebyla zcela objasnéna, stejné tak nebyla dosud
prokdzana patogenita tohoto toxinu. Pfedpokladd se, Ze ma nepfiznivy vliv na téz$i
prabéh onemocnéni. Nékteré kmeny C. difficile produkuji pouze bindrni toxin bez
pritomnosti toxini A a B. Pfitomnost binarniho toxinu je vyuzivdna pfi toxinotypizaci

(Dréabek et al., 2008).
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1.6. Rizikové faktory a patogeneze
Premnozeni toxigennich kmenti C. difficile ptedchazi fada moznych rizikovych faktori.
Tyto faktory mohou vyrazné usnadiiovat ¢i dokonce zplsobovat nastup onemocnéni

tlustého stfeva a zkomplikovat tak dosavadni zdravotni stav a 1écbu pacienta.

1.6.1. Rizikové faktory onemocnéni

Jednim z hlavnich rizikovych faktort vedoucich ke vzniku onemocnéni oznacovanych
jako C. difficile infection (CDI) zptisobenych bakterii C. difficile je stitevni dysmikrobie.
Tato dysmikrobie vznika pfedevSim pusobenim antibiotik, ktera ovliviuji stievni
mikrofloru. Podle Bergmanna a Horaka (2008) se pievazné jedna o antibiotika se
sirokospektrym ptisobenim, a to az v 90 % ptipadech. Za nejvice rizikova antibiotika lze
povazovat aminopeniciliny kombinované s inhibitory betalaktamaz, cefalosporiny druhé
a vyssi generace, klindamycin, linkomycin a fluorochinolony. Onemocnéni muize také
postihnout i jedince, kterym nebylo podano Zadné antibiotikum, zde se jedna o pacienty
s maligni i benigni stendzou stieva ¢i ischemii stieva. Pfi¢inou téchto onemocnéni mize
byt dlouhotrvajici opera¢ni vykon v kombinaci s celkovym zdravotnim stavem

(Bergmann a Hordk, 2008).

Existuji dalsi rizikové faktory vedouci k onemocnéni zptisobenému C. difficile. Jejich
vyznam zatim nebyl zcela prozkoumén a dostatecné popsan. Jedna se naptiklad o latky,
které¢ snizuji Zalude¢ni aciditu, jako jsou inhibitory protonové pumpy a blokatory

histaminovych receptort (DZupova a Benes, 2008).

Mezi faktory, které nejsou spojeny s podanim lécCiv, patii délka hospitalizace, imobilita
stiev 1 samotného pacienta a vyssi vék pacientd spolu s polymorbiditou. Jsou vSak znamy

1 infekce vyskytujici se u jedincit mladsich v€kovych skupin (Dzupova a Benes, 2008).

1.6.2. Klinické priznaky klostridiové kolitidy

Zanétlivé onemocnéni tlustého stieva, konkrétné traéniku, zplisobené kolonizaci stfeva
toxigennim kmenem bakterie C. difficile, se miiZe u citlivého jedince projevovat lehkymi
az stiedné téZzkymi vodnatymi prijmy. Prijmy mohou byt doprovazeny horeckami ¢i
zvracenim. Priijmy mohou vést az k dehydrataci organismu (Bergmann a Horak, 2008).
Prijmy prokazateln¢ vyvolané piasobenim klostridiovych toxinii jsou oznacCovany

zkratkou CDAD (z ang. C. difficile-associated diarrhea) (Gerding et al., 1995).
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O zavazném priubehu klostridiové kolitidy mohou svédcit priznaky jako horecka, zimnice,
hemodynamicka nestabilita se septickym $okem, peritonitida, leukocytéza nad 15x10%/1,
v séru pak zvySena hladina kreatininu o vice neZ 50 % nad obvyklou hodnotu a zvySena
hladina laktatu. Dal§im pfiznakem miiZze byt pseudomembrandzni kolitida, nebo rozpéti

tracniku (Benes et al., 2014).

1.6.3. Pseudomembrandzni kolitida

Pisobeni klostridiovych toxinl na stievni sliznici u t€z§ich forem onemocnéni vede
k tvorb¢ ulceraci ostrivkovitych tvari pokrytych pablanami. Snimek takto poskozeného
stteva je na Obr. 2. Tento stav stfevni sliznice je pojmenovan pseudomembran6zni
kolitida. V dasledku vzniku ulceraci na stfevni sliznici-mlze dojit k atlumu ¢i Uplné
zastave peristaltickych pohybt stfeva. Stfevni sténa prestava plni fyziologickou funkci

bariéry (Bergmann a Horak, 2008).

Obr. 2: Endoskopicky snimek stfevni sliznice poskozené CDI. Na snimku jsou

viditelné typické ulcerace pokryté pablanami (GALLEGOS-OROZCO, 2012).

1.6.4. Toxické megakolon

Nadmérné hromadéni toxickych latek a plynu miize vést k rozepinani traéniku a rozvoji
tzv. toxického megakolon. Toto z&vaZzné onemocnéni je spojeno se zaplavovanim
organismu toxickymi latkami, které pronikaji ze stfeva do dutiny bfisni a do krevniho
ob¢hu. Dochazi k rychlému rozvoji sepse, mozné ruptufe stieva a s tim souvisejicim
ohroZeni zivota postizeného jedince (Bergmann a Hordk, 2008). Toxické megakolon je

znazornéno na Obr. 3.
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Obr. 3: Toxické megakolon na radiografickém snimku (ClinicalGate.com, 2015).

1.7. Lécba
Lécba kolitidy zpiisobené toxiny bakterie C. difficile ma Siroké spektrum moZnosti. Volba
1é¢ebného vzdy zavisi na konkrétnim ptipadu, tedy na zdvaznosti onemocnéni, na jeho
prabéhu, na véku a fyzické kondici pacienta a na pfitomnych komorbiditach, neboli
onemocnénich se kterymi se v daném piipadé kolitida kombinuje. Obecné lze 1écbu
kolitidy rozdélit do dvou kategorii, jednou jsou obecnd terapeutickd doporuceni, mezi
které patii opatfeni, kterymi lze onemocnéni mirnit a dale nevyvolévat, ale také Ize tato
opatieni uvazovat i jako prevenci pted vznikem onemocnéni. Druhou kategorii pak jsou
terapeutickd feSeni, ktera cili pfimo na dany problém, tedy na 1é€bu onemocnéni (Benes

et al., 2014).

1.7.1. Obecna terapeuticka doporucni

Prvnim krokem v 1é¢bé CDI je okamzité pferuseni podavani antibiotik. Neni-li to mozné,
je nutné zménit doposud uzivany 1€k. Voli se antibiotika s uzs$im spektrem ucinnosti,
soucasn¢ se podava specialni terapie namifend piimo proti ptivodci onemocnéni. Pii
leh¢ich formach onemocnéni Ize timto zpisobem docilit uzdraveni z kolitidy (Benes et

al., 2014).
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Podle potieby je u pacienta zavedena rehydratacni a koliticka dieta. Koliticka dieta se pak
skladd z nenadymavé a nedrdzdivé stravy. V tézsich ptipadech je aplikovdna vyziva

parenteralni. (Benes et al., 2014).

Nasleduje kontraindikace medikace. Vysazuji se vSechny léky, které mohou negativné
ptispivat k pribéhu onemocnéni. Jedna se napiiklad o 1éky tlumici peristaltiku stieva, ty
mohou vést k rozvoji toxického megakolon, GipIné zastave peristaltiky a mozné perforaci
stteva. Dale jsou kontraindikovany léky tlumici aciditu, ty jednoznacné ptispivaji ke
vzniku kolitidy, neni vSak podlozeno, ze pferuseni této konkrétni medikace ma vliv na jiz

vzniklé¢ kolitické onemocnéni (Benes et al., 2014).

1.7.2. Antibioticka 1écba

Mezi nejcastéji podavana antibiotika pii 1é€bé kolitidy patii metronidazol, vankomycin,
fidaxomicin, tigecyklin, teikoplanin a rifaximin. Kazdy z téchto 1éki ma své specifické
vlastnosti a spektra uc¢innosti i pouziti ¢i zptisobu podani. Schéma 1é¢by je znadzornéno na

Obr. 4 (Benes et al., 2014).

Metronidazol je antibiotikem ptisobicim na vétSinu anaerobné rostoucich bakterii. Jedna
se 0 jediné antibiotikum na 1é¢bu CDI, které 1ze podavat oralné i parenteralné. Do traéniku
se pak samotnd latka dostava intestinalni sekreci, ¢imZ je uc¢inek obou zplsobii podani

1éku prakticky identicky (Benes et al., 2014).

Vankomycin je antibiotikum uréené pfedevsim k 1écbé zavaznych infekci zptisobenych
gram-pozitivnimi bakteriemi, mezi které Clostridioides difficile patti. Vankomycin se
nevstiebava z gastrointestinalniho traktu. Podani tohoto 1éku je bud’ ve formé roztoku
nebo kapsli. Vankomycinu je pfibuzny 1€k teikoplanin, ktery je diky své vyssi cené a

obtizné dostupnosti ztidka pouzivany (Benes et al., 2014).

Fidaxomicin je nové¢jsi antibiotikum, které ma uzké spektrum piisobeni registrované
pouze na lécbu CDI. Stejné jako vankomycin se nevstiebava z gastrointestindlniho traktu.
Tento 1€k inhibuje proteosyntézu na bakteridlnich ribozomech, coZ ma za nasledek
zastaveni bunécnych procest produkujicich toxiny, proto je ucinek tohoto Iéku rychlejsi

(Benes et al., 2014).
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Tigecyklin je parenterdlné podavané Sirokospektralni antibiotikum tetracyklinové fady
s ucinnosti na mnohé kmeny multirezistentnich bakterii. Do stfevniho lumen se dostava
intestinalni sekreci a zptisobuje inhibici proteosyntézy stejné jako fidaxomicin. U&innost
tohoto 1éku zatim nebyla plné zdokumentovana a je proto uzivan zejména v ptipadech
tézké kolitidy spojené se zastavou stievni peristaltiky, pfi kterém neni mozné podani 1écby

oralni cestou (Benes et al., 2014).

Rifaximin je antibiotikum s Sirokym spektrem G¢innosti, které se vztahuje i na bakterie
Clostridioides difficile. U nékterych kmenti C. difficile byla popsana rezistence na toto
antibiotikum (Benes et al., 2014).

Klostridiova kolitida
Nezavaina CDI Zavaina CDI Prvoi rekurence Muoohoceiné rekurence
l l {neho riziko rekurence) l
Doporudend lécha; Doporudend lécba: Dapaorudend lécba: Doporudend lécha:
MET 3% 500 mg po. (A-I) VAN dx 125 me poo. (A-I) VAN 4% 125 mg poo_ (B-I) Trangplantace stolice po pied-

VAN 4x 123 mg p.o. (B-I)

FDX 2x 200 mg po. (B-I)

Monoklonilni Ig (C-I)

Hyperimunni sérm (C-1T)

Ukonéeni dosavadni ATB
lédhy (C-111)

FDX 2x 200 mg p.o. (B-I}

FDX 2x 200 mg p.o. (B-I}
MET 3x 500 mg p.o. (C-I)

Pri nemoinost podat oraini
16k je postupent volby:
MET 3x 500 mg iv. (A-II)

Fii nemoinest padat oralni lék
Jsou ndsledufict moinosti:
MET 3x 300 mg i.v. (A-II)
VAN 4x 500 mg enterdlné +
MET 3x 500 mg i.v. (B-1II)
TGC 2x 30 mg i.v. (C-IIT)

Nevhodid lécha (nedavar!):
Probiotika (D-I)
Pryskutice a polvmery

vazicl toxiny (D-I)

Nevhodnd lécha (nedavat!):
MET 3x 300 mg p.o. (D)

1eceni antibiotikem (A-T)
VAN p.o., sestupné/pulmi
davkovani (B-II)
FDX 2x 200 mg p.o. (B-11)
VAN 4x 500 mg (C-II)

Nevitocna lecha teddvarl):
Probiatika (D-I)
Hyperimunni sérum (D-I)

Podrobnosti viz text.

Legenda: MET - metronidazol, VAN - vankomvein, FDX - fidaxomicin, TCG - tigecyklin

Piipomnime, 7¢ zatazeni do kategorii A az C ukazuje siu a spolchlivost ditkazi, nikoli skutetnou déinnest 1ééby. Léky nebe lééehne
postupy zafazené v kategorii B nebo C se mohou v budoucnu ukdzat stejné déinné jako 1éky v kategorii A; v soutasnosti viak nejson
k dispozici dostateéns spolehlivé (daje, kieré by jejich déinnost prokazevaly.

Obr. 4: Schéma terapeutickych moznosti CDI (Benes et al., 2014).




1.7.3. Probiotika

Pii 1écbé kolitidy je mozné podpofit obnoveni toxiny zasazené stfevni mikroflory
podanim probiotik. Probiotika jsou mikroorganismy, které jsou pfidavany do potravin,
protoze ptiznivé pusobi na stfevni mikrofléru clovéka ¢i zvitete. Ptiznivé plisobeni
mikroorganismt je podminéno pozitim dostatecného mnozstvi zivych bakterii, naptiklad
konzumaci mlé¢nych produktii ¢i kvaSenych vyrobku. Probiotické organismy se musi pii
konzumaci dostat do stiev, v mnozstvi nejméné 108 kolonii/ml, aby byly schopny

vyznamné ovlivnit sloZeni stitevni mikroflory (KokeSova, 2003).

Vsechny znamé bakterie, u nichz byly prokézany probiotické ucinky nalezi do skupiny
bakterii mlécného kvaSeni, kterd zahrnuje druhy Lactococcus, Lactobacillus,

Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium a Enterococcus (KokeSova,

2003).

Prokazatelny ucinek probiotik pii 1é€bé CDI byl pozorovan pouze u pripravki
obsahujicich zivé kvasinky Saccharomyces boulardii. Jedna se o nepatogenni kmen
kvasinek pouzivajicich se pfi 1écbe prijmovych onemocnéni. Tento kmen je odolny a
rezistentni vici kyselému prostiedi, vysoké 1 nizké teploté. U imunokompromitovanych
pacientil, neni 1écba probiotiky pfili§ vhodna, jelikoz s sebou nese riziko systémové

mykologické infekce (Benes et al., 2014).

1.7.4. Fekalni baterioterapie

Fekalni bakterioterapie, neboli transplantace stolice, je metoda zaloZena na pfeneseni
prokazatelné¢ zdravé intestindlni mikrofléry od zdravého darce pacientovi. Pred
transplantaci je pacient 10—14 dni 1éCen vankomycinem k potlaceni ristu C. difficile.
Pacientovi je nasledné nazojejunalni sondou podédna mikrobiologicky provéfend
homogenizovana stolice. Nazojejunalnim podanim dochézi k eliminaci neZadouciho
vlivu zalude¢nich §tav. Uspésnost této metody u rekurentnich piipadti podle Benese et al.
(2014) ptevysuje 80 %. Alternativné lze stejného cile se zatim neznamou mirou
uspesnosti dosdhnout vysokym klysmatem nebo pomoci endoskopu. V soucasné dobé se
provadi vyzkum UspéSnosti podani preparatu oraln¢ ve formé specificky upravenych

kapsli (Borody a Khoruts, 2012; Benes et al., 2014).
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1.7.5. Operativni reSeni

Kolektomie s terminalni ileostomii, neboli odnéti tlustého stieva s vytsténim na povrch
btisni stény, je metoda pouzivana jako naprosto krajni feSeni problému s onemocnénim
zpisobenym C. difficile u pacientl, ktefi pozitivné nereaguji na zadnou z nasazenych,
v porovnani téméf neinvazivnich metod. Samotné chirurgické feSeni neni feSenim
se stoprocentni ucinnosti, uddva se v rozmezi mezi 19 % az 71 % v zdvislosti na

konkrétnim zdravotnim stavu pacienta (Benes et al., 2014).
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2. Nakazy spojené s nemocni¢ni péci

Nakazy spojené s nemocni¢ni péci, (HAI, z angl. ,healthcare associated infections®),
diive oznacované jako nozokomidlni ndkazy jsou onemocnéni zpiisobend interakci
se zdravotni péci. Dochdzi k nim pfi kontaktu mezi pacienty, zdravotnickym personalem,
diagnostickymi nastroji nebo materidlem. Pfiznaky téchto onemocnéni nejsou v piimé
souvislosti s onemocnénimi, které byly divodem k hospitalizaci, nebot’ vznikly az v jejim
prabéhu, zpravidla v horizontu 48 hodin od hospitalizace. Za HAI lze povaZovat
i onemocnéni, ktera propuknou do 30 dnii po propusténi pacienta ze zdravotnického
zafizeni do doméci péce (Cedetkova et al., 2010). HAI postihuji jak dosp&lé pacienty, tak
1 déti. Nejcastéji se vyskytuji infekce krevniho fecisté, zapal plic a infekce mocovych cest

(Cecetkova et al., 2010).

Mezi nejlepsi a nejucinnéjsi zptsob obrany pfed témito nemocemi je prevence. Ta
zahrnuje desinfekci a sterilizaci nastrojii, pifipadné pouZzivani néstrojii jednorazovych a
pouzivani vhodnych ochrannych prostfedki zdravotnického personalu. Dulezitym
prvkem prevence je také spravné dodrzovani hygienickych navykid, mezi které patii
dikladné myti a desinfekce rukou jak pacientli, zdravotnického persondlu tak i
pfipadnych navstév. Nedilnou soucésti prevence je také raciondlni antibiotickd 1écba

(Gerding et al., 2008; Revelas, 2012).

C. difficile je pti¢inou HAI z divodu, Ze jeho spory jsou rezistentni vici vétSing
pouzivanych desinfekci na alkoholové bazi, kterd ucinkuji na ostatni infekcéni agens.
Sporami kontaminované plochy se nasledné stavaji moznymi zdroji ndkazy pro pacienta.
Hospitalizovani pacienti s rizikovymi faktory, mezi které patii 1 1écba antibiotiky, jsou

vice nachylné pravé k témto infekcim (Benes et al., 2014).

2.1. Surveillance CDI

Evropska spole€nost pro klinickou mikrobiologii a infekéni nemoci (ESCMID)
uvefejnuje postupy, podle kterych 1ze jednotné diagnostikovat, 1€€it a zaroven kontrolovat
vyskyt infekci C. difficile. Od roku 2003 byl Evropé zaznamenan zvyseny vyskyt ribotypu
027, ktery se vyznaCuje vysSi virulenci. V roce 2015 byl Evropskym centrem pro
prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) zvetejnén protokol pro podporu surveillence ptipada

CDI u hospitalizovanych pacientli v nemocnici. Ziskana statistickd data slouzi k
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zmapovani incidence pifipadit CDI 1 k evidenci umrti na toto onemocnéni. Surveillance je

provadéna na urovni lokalni, regiondlni a evropské (Kriitova et al., 2018).

2.1.1. Surveillance na lokalni drovni

Surveillance na lokélni Grovni je provadéna jednotlivymi nemocnicemi. Ugelem je vEasné
a efektivni monitorovani jednotlivych ptipadti CDI. Na zaklad¢ ziskanych informaci jsou
pfijimana epidemiologickd opatifeni, mezi které¢ patii izolace pacienta a zmapovani
moznych rezerovoart ndkazy na jednotlivych oddélenich. Pro systém lokélni surveillance
je dulezitd funkéni infrastruktura sestavajici se z lékarti a sester piimo na klinickych
pracovistich pii identifikovani pacientl s charakteristickymi ptiznaky CDI, pracovnika
z oddéleni odpovidajici za prevenci a kontrolu infekénich nemoci a laboratofi s efektivni
vySetrovaci metodou C. difficile a toxind. Ziskana data jsou vyznamnym podkladem pro

regionalni a evropskou troven surveillance CDI (Jindrék et al., 2016).

2.1.2. Surveillance na regionalni, narodni a evropské urovni

Ugelem regionalni urovné surveillance CDI je ziskdvani a monitorovani dat v ramci
okrest a krajii. Soucasti je 1 monitorovani na trovni celé republiky. Ziskana data jsou
vyuzita jako podklad pro u€inné omezovani rizik pienosu onemocnéni mezi
zdravotnickymi zafizenimi, pfipadné do komunity. Za tuto ¢ast surveillance odpovidaji
organy ochrany vefejného zdravi, zejména Krajské hygienické stanice (KHS) (Jindrak et

al., 2016).

Evropska troven vyuzivd data ziskana zjednotlivych evropskych zemi ke sledovéani
vyskytu vysoce virulentnich kment v oblasti kontinentu. Hlida i jejich pfipadny
pfeshrani¢ni prenos. Tuto Uroven zastituje ECDC se spolupraci Evropské komise

(Jindrak et al., 2016).
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3. Detekce C. difficile

Pro zahajeni odpovidajici 1é¢by a hygienickych opatfeni u pacientli s CDI je dualezité
vCasné a spravné laboratorni vysSetfeni. Diagnostika je tvofena preanalytickou,
analytickou a postanalytickou vyhodnocovaci fazi. Dodrzeni doporucenych postupti v

jednotlivych fazich je ptedpokladem pro kvalitu celého diagnostického procesu.

3.1. Preanalyticka faze

Preanalytickou fazi vySetfeni jsou minény vSechny ukony pied samotnou analyzou
vzorku. Tato faze zahrnuje informace o zdravotnim stavu pacienta pied odbérem, jeho
piipravu na odbér a samotny odbér biologického materialu, uchovani a transport (Zima,

2013).

3.1.1. Odbér

Primarnim vzorkem pro vySetfeni pfitomnosti bakterie C. difficile a produkce jejich
toxint je vzorek stolice. Odbér je doporuceno provadét co nejdiive po nastupu symptomd,
jako je priijem. Dle St&panové a Tomaskové (2014) miizeme prijem klasifikovat jako 5.
az 7. typ v Bristolské Skéle typt stolice (Tabulka 1). Odbér se provadi do sterilniho
uzaviratelného plastového kontejneru nebo specidlni nadoby na odbér stolice.
Doporu¢ené minimalnim mnozstvi odbéru jsou 2 ml (Bene$ et al., 2014). Odbérové

soupravy jsou zobrazeny na Obr. 5 a 6.

Typ 1: oddé€lené, tvrdé hrudky (bobky), podobné ofechu (obtizna pasaz)

Typ 2: | tvar jitrnice s nazna¢enym hrudkovanim
Typ 3: | tvar jitrnice s ryhami na povrchu
Typ 4: tvar jitrnice ¢i hada, vyhlazena na povrchu a poddajna

Typ 5: | hladké hrudky, jasn¢ oddélené okraje (snadné pasaz)

Typ 6: | kypré Castecky s €lenitymi okraji, kaSovita stolice

Typ 7: vodnatd, bez pevnych kouskd, tplné tekuta stolice

Tabulka 1: Bristolské $kala stolice (Stdpanova a Tomaskova, 2014).
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Obr. 5: Sterilni plastovy kontejner ~ Obr. 6: Nadoba na odbér stolice se Spachtli,
o objemu 120 ml. (vlastni foto) objem 20 ml. (Medipos.cz)

3.1.2. Transport

Optimalni doba pro transport a zpracovani vzorku s ohledem na postupnou degradaci
toxint je do 2 hodin od odbéru. Pozdé&jsi zpracovani vzorku muze byt u imunochemické
metody prikazu toxini pfi¢inou falesné negativity vysledku. Pokud neni mozné dodrzet
tento Casovy limit, je nutné se fidit nasledujicimi pravidly pro uchovavani vzorki, aby

nedoslo k jeho znehodnoceni (Benes et al., 2014).

3.1.3. Uchovani vzorku

Po dobu nezbytn¢ nutnou je mozné vzorek uchovat pii teploté 5 °C maximalné 24 hodin.
Pro delsi skladovani vzorku uréeného k vySetieni toxinu je nutné uchovani pfi teploté —
70 °C. Uchovani vzorku pii — 20 °C neni mozné z divodu rychlé ztraty cytotoxickych

aktivit (Ny&, 2008).

3.2. Analyticka faze

Analytickd faze zahrnuje samotné zpracovani vzorku stolice, pfi kterém je zjiStovana
pritomnost C. difficile nebo jeho toxini v daném vzorku. Jedna se o metodu nepiimou,
kdy je ve vzorku detekovana glutamatdehydrogenaza (GDH), kterou C. difficile
produkuje. Zaroveit s GDH je mozné prokazovat i klostridiové toxiny. C. difficile je také
mozné urcit kultivaénim vySetfenim stolice s ndslednou identifikaci narostlého kmene.

Prokazovat lze také klostridiové toxiny, které tato bakterie produkuje, pfipadné geny
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odpovédné za produkci téchto toxinil. Citlivost jednotlivych metod se lisi, proto je
doporuc¢eno vyuziti minimaln¢ dvou riznych testl k ziskani presnéjsiho vysledku (Benes

etal., 2014).

3.2.1. Prikaz glutamatdehydrogenazy a toxinu

Glutamatdehydrogenaza (GDH) je specificky enzym, ktery je produkovan bakterii C.
difficile. Diky této specifit¢ je GDH vhodnym analytem pfi zjistovani pfitomnosti C.
difficile ve stolici. Pfi stanoveni GDH muze byt soucasné prokazovéana piitomnost
klostridiovych toxind, jejichz detek¢ni metoda vyuziva stejného principu. K zajisténi
validnich vysledkl je doporuceno pouZzivat pouze soupravy stanovujici jak GDH, tak

toxiny, uréeni pouze GDH se povazuje za nedostate¢né (Benes et al., 2014).

K prikazu GDH 1 toxinil se pouZivaji imunochemické metody, které jsou zaloZeny na
specifické vlastnosti antigenli (Ag) a protilaitek (Ab) tvofit vzdjemné vazby tzv.
imunokomplexy. Mezi takové metody patfi ELISA (z angl. ,,Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay®, enzymova imunoanalyza na pevné fazi) a imunochromatografie
(Lochmanové, 2014). Antigen nebo protilditka jsou oznaceny enzymem. Komplex
protilatka-enzym nebo protilatka-antigen se nazyva konjugat (Bartos et al., 2013).

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), znama také jako EIA (Enzyme
Immunoassay) (Bursova et al., 2014, s. 28) Ize rozd¢lit na nekompetitivni (sendvi¢ovou)
a kompetitivni, kterd se dale déli na pifimou a nepfimou. Pfi provadéni nekompetitivni
metody je nutno dodrZet reakéni podminky, kterymi jsou nadbytecné mnoZstvi antigenu
navazaného na sténu vySetfovaci desticky 1 konjugatu oproti pfedpokladanému mnozstvi
protilatek, pti nesplnéni téchto podminek by pak vysledné koncentrace byly faleSné€ nizsi,
jelikoz by se néckteré protilatky nemély kam navazat a v disledku toho by doslo pfi

promyvani k jejich odstranéni (Fialova, 2013).

Priikaz GDH lze provést metodou ELISA v tzv. sendvicovém uspotadéani. Principem je

navazani antigenu, v tomto piipadé GDH, na monoklonédlni protilatku proti GDH

adsorbovanou na dno mikrotitra¢nich desticek, povrch zkumavek ¢i na jinou pevnou fézi.

Pti inkubaci obou reaktantii vznika imunokomplex. Nasleduje promyti a ptfidani zvifeci

monoklonalni protilatky prott GDH oznafené enzymem kienovou peroxidazou. Dojde

k navazani protilatky na GDH. Ptfebytek nenavazané protilatky je odmyt a je pifidan
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substrat pro kienovou peroxidazu. Dochazi k chemické reakci, ktera je navrzena tak, aby
vyslednymi produkty byly chromogenni slouc¢eniny. Vznik chromogennich sloucenin
zpusobi zménu zabarveni reakéni smési, které je mozné stanovit spektrofotometricky

(Fialova, 2013). Pritb¢h metody je znazornén na Obr. 7 a 8.

588
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Obr. 7: Prikaz GDH metodou ELISA (Groot a van der Harst, 2015, s upravou).

1) adsorbovana protilatka proti GDH; 2) vznikd imunokomplex GDH + protilatka; 3)

konjugat se vaze na imunokomplex; 4) reakci enzym-substrat vznika zbarveni

Prikaz klostridiovych toxinti metodou ELISA probihd na podobném principu. antigenem

jsou v tomto piipad¢ toxiny A/B.

¥ ¥ ap nyp
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Obr. 8: Prikaz toxind metodou ELISA (Groot a van der Harst, 2015, s upravou).

1) adsorbovana protilatka proti toxinu A/B; 2) vznikd imunokomplex toxin + protilatka;

3) konjugat se vaze na imunokomplex; 4) reakci enzym-substrat vznikd zbarveni

Pritomnost GDH a toxinl lze prokazat také imunochromatografickou metodou.
Principem je rychld membranova enzymova imunoanalyza. Na membrané jsou ve dvou

testovacich liniich imobilizovany specifické protilatky proti GDH a toxiniim A a B. Jedna
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linie je urCena pro kontrolu. Vzorek, ktery obsahuje antigensyy GDH nebo toxiny A/B je
inkubovan s konjugatem (specifickymi protilatkami oznaenymi enzymem). Smés
vzorku a konjugatu poté migruje membranou a analyty jsou zachytdvany v testovacich
liniich. Nasleduje krok promyti a vyvolani barevné reakce piidanim substratu (Kim et al.,

2014; Techlab, 2018).

3.2.2. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézovd reakce (PCR) je metoda vychazejici z principu replikace
nukleovych kyselin (NK), kterd slouzi jako nastroj k rychlému a snadnému zmnozeni
potfebnych usekti NK. Tyto tuseky jsou ohranieny tzv. primery, kratkymi
oligonukleotidy, které diky své komplementarité nasedaji na vldkna nukleovych kyselin.
K syntéze vybraného useku NK se nejcastéji pouziva termostabilni polymeraza izolovana
z bakterie Thermus aquaticus tzv. Taq polymeraza (Gelfand, 1989). Pti reakci je
vyuzivano cyklickych zmén teplot, které umoziuji denaturaci NK, pfisedani primerd a

syntézu NK.

Diky takovémuto zmnozeni, ke kterému metoda PCR slouzi, je ndsledné mozné provadét
analyzy NK 1 ze vzorki o0 malém mnozstvi. Tato metoda je velmi citlivd a ke spravné
identifikaci postaci i velmi nizkd koncentrace vysetfovaného patogenu ve vzorku (Zima,

2013).

Metoda PCR se sestava ze tii zdkladnich krokti. Prvnim krokem je denaturace. Jedna se
o proces, kdy se NK zahtiva na teplotu 94 - 98 °C a to po dobu 20 - 30 sekund. Tato
teplota zpusobi rozruSeni vodikovych mustkdi v molekule NK a dojde k rozvolnéni
dvousroubovice. Vznikne tak jednovldknovd molekula deoxyribonukleoveé kyseliny
(DNA), ktera je podstatnym prvkem v druhém kroku této metody. V tomto kroku dochézi
k nasednuti primerii tzv. annealing pfi teploté¢ 50-55 °C. Na NK kyselinu s navazanym
primerem naseda DNA polymeraza a syntetizuje komplementarni isek NK. Pii syntéze
se pouziva teplota v zavislosti na druhu DNA polymerazy. Samotna syntéza probiha tak,
ze DNA komplementarni vlakno pfirista k piivodni molekule ve sméru od 5' konce ke 3'
konci. Tento postup se pak cyklicky opakuje pro dostate¢nou amplifikaci pivodni

molekuly (Zima, 2013).
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End-point detection

V soucasnosti existuje n¢kolik desitek variant metody PCR, pficemz pro téméf vSechny
tyto metody existuji spolecné rysy. Jednim z hlavnich spolecnych ryst je takzvany end-
point detection, coz je detekce vysledného produktu na konci reakce. Amplifikovany
produkt je nejCastéji vizualizovan hybridizaci se znacenymi sondami nebo za pomoci
gelové elektroforézy. Vyjimkou je kvalitativni metoda real-time PCR, kterd sleduje

prabézné mnozstvi vzniklého amplifikacniho produktu (McPherson a Moller, 2000).

Reverzné transkriptizova polymerazova retézova reakce (RT-PCR)

Metodu polymerazové fetézové reakce Ize uplatnit pro oba typy nukleovych kyselin, jak
DNA, tak RNA. RNA je oproti DNA mén¢ stabilni a je citlivd na degradaci piisobenim
ribonukledz. Jelikoz je molekula RNA pouze jednovlaknova, musi byt pred samotnou
analyzou pfevedena metodou RT-PCR na dvouvldknovou formu, tzv. komplementarni
DNA (cDNA, z angl. ,,complementary DNA®). Ziskand cDNA slouzi jako templat pro
PCR reakci, jejiz prubéh je zminén vyse v kap. 2.3.2 (Bustin et al., 2005).

RT-PCR lze rozdélit do tii zékladnich typi, podle zptsobu jejiho provedeni. Prvnim
typem je dvoustupniova RT-PCR, kdy reakce probihaji ve dvou zkumavkach, pticemz
v jedné zkumavce probiha reverzni transkripce a nasledné ve druhé PCR. Druhym typem
je dvoustupniovd RT-PCR probihajici v jedné zkumavce, kdy po reverzni transkripci jsou
do stejné zkumavky pfidany reagencie pro PCR. Tietim typem je pak jednostupiiova RT-
PCR probihajici v jedné zkumavce, kdy reverzni transkripce a polymerazova fetézova
reakce probihaji paralelné (McPherson a Moller, 2000; Tichopad et al., 2004; Nolan et
al., 2000).

Real-time PCR

Real-time PCR je varianta PCR, kterd umoZiuje pfimou kvantifikaci produktu jiz v
prib&hu polymerdzové reakce. Tato metoda zahrnuje jak amplifikaci, tak i analyzu
produktu, pfi¢emz neni potieba pouziti vizualizacnich technik. Principem real-time PCR
je rychlé a pifesné zaznamenani produkti okamzité po jejich vzniku, v kazdém
jednotlivém cyklu. K zaznamendni nové vzniklych produktll jsou pouzivany ridzné
systémy zaloZené na principu zmény intenzity fluorescencniho zafeni v prabéhu

amplifikace (McPherson a Moller, 2000; Nolan et al., 2006).
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Metodou real-time PCR v komer¢nich setech lze prokazat gen pro tvorbu toxinu B (¢#cdB)
bakterie C. difficile. Déle lze prokazat gen pro tvorbu bindrniho toxinu (cd?) a nékteré
charakteristické delece vyskytujici se specificky u epidemiologicky vyznamnych
ribotypt, napt. 027 a 176. Pro ribotyp 027 je charakteristickd delece nukleotidu na pozici
117 genu tcdC (negative toxin regulator). Kmeny s touto deleci v regula¢nim genu tcdC
mohou vykazovat zvySenou produkci toxinu a zvySenou tvorbu spor, diky kterym jsou

schopny Iépe piezivat v prostiedi (Benes et al., 2014; Cepheid®, 2016).

3.2.3. Kultivaéni vySetieni

Kultiva¢nim vySetfenim je mysleno umélé namnozeni organismu, konkrétné bakterii, na
sterilnich Zivnych pidach. Timto zplsobem je ze vzorku ziskdna Cdista kultura
vysetfovaného mikroorganismu. Cistou kulturou se oznaduje piitomnost pouze jediného

mikrobialniho druhu (Frébortova, 2017).

K fizenému namnoZeni poZzadovaného organismu dochazi v umélém prostiedi nahrazujici
jeho pfirozené podminky. K uspésnému namnozeni mikroorganismu musi byt splnéno

nékolik zékladnich podminek, které jsou uvedeny v textu nize (Markova, 2008).

Jednou ze zikladnich podminek je vhodny zdroj Zivin. Jedna se o latky nutné
ke spravnému pribe&hu procest zajist'ujicich produkcei zivé hmoty a bunéénych materiald,
rust, rozmnozovani a ziskavani energie pro zivot. Tyto ziviny mizeme rozdé¢lit do
nekolika skupin podle latek, kterych jsou zdrojem:

-uhlik (cukry, bilkoviny)

-dusik (Zelatina, pepton, kaseinovy hydrolyzat, aminokyseliny z masové infuze)

-vitaminy a mineraly (pepton, kvasnicovy a jatrovy extrakt, krev, krevni sérum)

(Frébortova, 2017).

Dalsi ddleZitou podminkou je kultivac¢ni atmosféra, kterd zavisi na druhu metabolismu
dané bakterie. Aerobni bakterie potiebuji pro svij rist kyslik. Mikroaerofilni bakterie
vyzaduji pro svij rust piitomnost kysliku, ale pouze v nizkych koncentracich. Anaerobni
bakterie rostou bez piistupu kysliku. Fakultativné anaerobni bakterie rostou jak v
prostfedi s pfitomnosti kysliku, tak i1 bez néj. Existuji také bakterie, které rostou v
pfitomnosti oxidu uhli¢itého (CO,). Takové bakterie mohou byt kultivovany ve

specidlnim termostatu s fizenou koncentraci COs-.
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Mezi dulezit¢ podminky pro kultivaci mikroorganismi patii také teplota, pfi které
dochdzi k jejich ristu a mnozeni. VétSina pro cloveka patogennich mikroorganismti ma
svou optimalni teplotu ristu 37 °C. Takové bakterie pak oznacujeme jako mezofilni.
Bakterie oznaCované jako psychrofilni maji teplotni optimum nizsi nez 16°C. Bakterie
termofilni maji svou optimalni teplotu mnozeni kolem 55 °C (Dudova, 2006; Markova,

2008).

Pfed anaerobni kultivaci C. difficile je doporuCovano vzorek stolice nejprve
dekontaminovat pomoci tzv. alkoholového Soku. Vzorek je ptiblizné jednu hodinu
inkubovén s 96% etanolem nebo 70% metylalkoholem. Alkohol podporuje kliceni spor a

potlacuje ostatni bakteridlni floru (Benes et al., 2014; Kriitova a Ny¢, 2015).

3.2.4. Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Laboratorni vySetfovaci metoda MALDI-TOF MS, zangl. ,Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry*, hmotnostni spektrometrie s
laserovou desorpci a ionizaci za i€asti matrice s detektorem doby letu. Tato metoda
v mikrobiologii slouzi k identifikaci bakterii, kvasinek a plisni, na tirovni rodu, druhu a
poddruhu. Zakladem pro metodu MALDI-TOF je vzorek cisté mikrobidlni kultury
(Bursova et al., 2014).

MALDI-TOF vyuziva Setrnou ioniza¢ni techniku, pomoci niz probiha tvorba iontti bez
fragmentace molekul. Samotn4 ionizace probiha za ucasti matrice, kterd zprostiedkovava

interakci molekul analyzované latky se svazkem laserového svétla (Bursova et al., 2014).

Takto zprosttedkovana interakce molekul s laserem probihd bez pfimého aktivovani
biomolekuly a jejiho Stépeni nezadoucimi zplsoby. Matrice absorbuje energii z
laserového paprsku a ¢ast molekul piejde do excitovaného stavu. Excitované molekuly
matrice prenaseji protony na molekuly vzorku za vzniku pseudomolekulovych iontl. Tim
je vzorek ionizovan, ionty jsou nasledné urychlené silnym elektrickym polem a vstupuji
do vakuové trubice detektoru, kde se pohybuji takovou rychlosti, ktera odpovida jejich
hmotnosti a naboji. Analyzatorem méfime ¢as potiebny pro dosaZzeni detektoru danym
iontem. Tento Cas je zcela zavisly na poméru molekulové hmotnosti ku naboji iontu

(Bursova et al., 2014).
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Vystupem méteni je hmotnostni spektrum molekulovych iontti daného mikroorganismu.
Takto naméfend hmotnostni spektra jsou jedinecné specifickd, podobné jako otisk
lidského prstu. Metodou MALDI-TOF jsou ziskdny proteinové profily mikroorganismd,
kter¢ jsou nasledné porovnavany s referencni databazi kontrolnich kment (Bursova et al.,

2014).

Vyhodou této metody je pfesnost, rychlost, mald narocnost pfipravy vzorku, Siroké
spektrum vyuziti, moznost analyzy velkého mnozstvi vzorkii a nizkd cena vySetieni.
Nevyhodou jsou vysoké potizovaci naklady, diiraz na ¢istou mikrobidlni kulturu a
komplikovana identifikace ptibuznych druht bakterii a smésnych kultur (Bursova et al.,

2014).
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4. PRAKTICKA CAST

Cile prace a hypotézy

Pro tuto praci byly stanoveny nasledujici cile:

Cil 1): Popsat, zhodnotit a porovnat vS§echny metody analyzy vzorku stolice pro vySetfeni

pritomnosti C. difficile a jeho toxini pouzivané v Nemocnici Tabor, a.s. .

Cil 2) Zpracovat a vyhodnotit data o vySetieni prob&hlych v obdobi 01/2018-12/2020.

Na zakladé stanovenych cilli se prace vénuje nize zminénym hypotézam:

Ad cil 1) VySetfovaci mechanismus pro vySetfeni pii podezieni na klostridiové infekce

v Nemocnici Tébor, a.s. je dostatecny.
Ad cil 2) Pohlavi neni faktorem rozhodujicim o vzniku CDI u pacientii, v€k ano.

Ad cil 2) Cetnost pfipadii s nozokomidlnim pfenosem se kazdorocné zvySsuje.
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4.1. Metodika

Praktickd cast byla vypracovana na zdkladé¢ dat ziskanych na Oddéleni l€kaiské
mikrobiologie (OLM) v Nemocnici Tabor, a.s. Toto odd¢leni zajistuje také rutinni
bakteriologicka vySetfeni vCetné prikazu klostridiového antigenu a toxinu. Vzorky jsou
pfijimany jak z jednotlivych oddéleni nemocnice, tak od praktickych lékaiti a dalSich
poskytovatelli zdravotni pée. Béhem mé pritomnosti v laboratofich v ramci tohoto

oddé€leni mi bylo umoznéno provést jednotlivé metody diagnostiky z ptijatych vzorkt.

4.2. Preanalyticka faze

Béhem provozni doby jsou vzorky pfijimany na Oddéleni 1¢kaiské mikrobiologie (OLM).
Vzorky jsou zaroven nepfetrzité piijimany na Oddéleni klinické biochemie a Oddéleni
hematologie s pracovistém krevni banky, kde jsou uskladnény a nasledné transportovany

na OLM.

Po pfijeti vzorku na OLM jsou zkontrolovany tidaje uvedené na zaddance o vysetieni a
porovnany s udaji na vzorku. Tak je zamezeno piipadné zdméné vzorki, nebo vySetieni
nespravného materidlu. Nésledné¢ je pozadované vySetfeni zadéno laborantem do
laboratorniho informacéniho systému (LIS). Zaroven je vySetfovanému vzorku ptidéleno
laboratorni ¢islo. Timto &islem je vzorek ozna¢en. Zadanka je opatiena dennim razitkem

a jménem a podpisem piijimajiciho laboranta.

4.3. Analyticka faze

Pti pozadavku diagnostiky ptitomnosti C. difficile ze stolice jsou lékafiim nabizeny dva
druhy vySetfeni. Prvni vySetfovaci metodou je pritkaz klostridiového antigenu vcetné
toxint A/B pomoci membranové enzymové imunoanalyzy. Druhou metodou je pomoci
real-time PCR zjiStovana pfitomnost genu pro toxin B, genu pro binarni toxin a moznost

detekce hypervirulentniho kmene ribotypu 027.

4.3.1. TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE
Komer¢ni vySetfovaci soupravou od firmy TECHLAB® (Obr. 9) je zjistovéana
detekovana piitomnost GDH a toxini A/B pomoci membranové enzymové

imunoanalyzy.
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Obr. 9: Vysetifovaci souprava TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE (vlastni
foto).

Souprava obsahuje: testovaci kazetku s membranou (Obr. 10), fedici roztok (diluent),
promyvaci tlumivy roztok (wash), konjugat, substrat, pozitivni kontrolu a jednorazové
plastové prenosové pipety.

Nutny materidl, ktery souprava neobsahuje: zkumavky, ¢asovag, vortex, a jednorazové

rukavice

jamka na vzorek

I
4 C é\
reakéni okno
Ag Tox

L C. DIFF CDMFLEI'E__/

Obr. 10: Membranovy prostfedek (testovaci kazetka) s jamkou pro aplikaci vzorku a
reakénim oknem (Techlab, 2018).
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Pted pouzitim byly reagencie vcetné kazetek vytemperovany na pokojovou teplotu a
vzorky dukladné promichdny. Pro kazdy vzorek byla piipravena jedna testovaci
zkumavka a jedna kazetka s membranou. Ob¢ byly popsany ptislusnym ¢islem vzorku
nebo identifikatorem kontroly. Do zkumavky bylo pfidano 750 ul diluentu, 1 kapka
konjugatu a 25 pl vzorku stolice (v pfipadé¢ formované stolice 2 mm v pruméru).
V uzaviené zkumavce byl nafedény vzorek promichdn pomoci vortexu. 500 pl smési
ziedéného vzorku s konjugatem byl pfenesen do jamky pro vzorek na kazetce, ktera byla
nasledné ponechana k inkubaci 15 minut pti pokojové teploté. Po uplynuti doby inkubace
bylo do reakéni Stérbiny piidano 300 pl promyvaciho tlumivého roztoku a vyckano, nez
se roztok plné absorbuje. Po tomto kroku promyti byly ptidany 2 kapky substratu. Po 10

minutdch byl test pfipraven k odectu vysledku vzniklé vizualizace.

Vzniklé linie testu byly odecteny na konci desetiminutové doby kolmo a na dobie
osvétleném misté. Test byl uznan platnym pouze v pfipadé, Ze byla patrnd pozitivni

reakce v oblasti kontroly C. V piipad¢, ze kontrola C byla negativni, test byl neplatny.

Antigen -, Toxin - : Pokud v testovacich pruzich pro antigen a toxin nebyla vytvofena

barevna reakce, tak ve vzorku nebyla detekovana pritomnost GDH a toxin A/B.

Antigen +, Toxin -: Pokud v testovaci zoné byl vytvotfen modie zbarveny pruh pouze
v oblasti pro antigen, tak byla detekovéana ptfitomnost GDH, tedy piitomnost C. difficile

ve vzorku. Takovy vysledek je povazovan za suspektni CDI.

Antigen +, Toxin +: Modré pruhy v oblastech jak pro antigen, tak toxin svédcily

o ptitomnost GDH 1 toxinu A/B.

Antigen -, Toxin +: Nizké procento vzorkli mize vykazovat negativitu pro antigen a
pozitivitu pro toxin. Takové vysledky je potfeba interpretovat jako nejasné. Je doporuceno
test opakovat s novym vzorkem stolice. Pokud i po zopakovani testu vykazuje test stejny

vysledek, vykazuje se vysledek toxinu jako pozitivni.

V ptipadé, Ze vyjde pozitivni antigen a negativni toxin, je provedeno dalsi vySetfeni
konfirmac¢ni metodou, metodou kultiva¢ni. Postup kultivace je uveden v nasledujici
kapitole 4.3.2. Po vykultivovani bakteridlniho kmenu je znovu proveden
imunochromatograficky test, ke zjisténi GDH a produkce toxinti. V nékterych ptipadech
bylo zaznamenéno, Ze v klinickém vzorku nebyl toxin detekovan, ale ve vyizolovaném

bakterialnim kmeni ano.
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Mozné vysledky testu s vyhodnocenim jsou zobrazeny na Obr. 11 a 12.

G C
O O
Ag Tox Ag Tox

C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE

C

()~

C. DIFF COMPLETE

o neurcity (negativni
pozitivni antigen a

negativni test pozitivni antigen _ antigen a pozitivni
toxin .
toxin)
NE. O N0 °O
Ag @ Tox Ag Tox Ag Tox Ag Tox
C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE
neplatny test neplatny test neplatny test neplatny test

Obr. 11: Pichled moznych vysledkdi testu TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE (Techlab, 2018).

negativni test pozitivni antigen pozitivni antigen a toxin

Obr. 12: Piehled naméfenych vysledkd testu TECHLAB® C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE (vlastni foto).
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4.3.2. Kultivace C. difficile
Na zaklad¢ imunochromatografického testu, ve kterém byl prokazan pouze antigen byla
provedena kultivace ze vzorku na selektivnim chromogennim agaru CHROMID® C.

difficile od spolec¢nosti Biomerieux.

Vzorek byl pied samotnou kultivaci podroben alkoholovému $oku. Cést vzorku stolice
byla ve zkumavce promichdna s 96% etanolem a inkubovana pii pokojové teploté 45
minut. Po inkubaci byl inkubovany vzorek odstfedén 50 minut na centrifuze pti 2700
rpm. Piebyte¢ny supernatant byl slit a ziskany sediment rozo¢kovan na ¢islem vzorku
popsany CHROMID® C. difficile. Nasledné byl naotkovany agar inkubovan 24-48 h pti

37 °C v anaerobnim systému Bugbox od spole¢nosti Baker Ruskinn.

Narostly kmen byl identifikovan pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (na
Obr. 13 a 14). V ptipad¢, kdy bylo identifikovano C. difficile, byl proveden novy

imunochromatograficky test.

Obr. 13: Hmotnostni spektrometr Obr. 14: Desticka na vzorky s plankem

MALDI-TOF od spolecnosti Bruker rozmisténi jednotlivych vzorka (vlastni

(vlastni foto). foto).
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4.3.3. Xpert® C. difficile BT

PCR detekce byla provedena na pfistroji GeneXpert® od firmy Cepheid® pomoci
soupravy Xpert® C. difficile BT (Obr. 15). Jedna se o pln& automatizovanou RT-PCR
metodu s automatickym vyhodnocenim. Tato souprava obsahuje materidl k provedeni

analyzy 10 vzorku.

s =

Obr. 15: Piistroj GeneXpert® s testovaci kazetkou (vlastni foto).

Testovaci souprava obsahuje: kazety s integrovanymi reakénimi zkumavkami s
reagenciemi, Sample reagent (guanidinium thiokyanat) a pfenosové pipety.

Neni soucasti soupravy: tampon k pienosu vzorku a vortex

Kazeta a Sample reagent byla vyjmuta z obalu a popsana piislusSnym cislem vzorku.
Pomoci tamponu byl pienesen vzorek stolice do lahvicky se Sample Regentem. Po
zalomeni ty¢inky tamponu a pevném uzavieni byla lahvic¢ka vortexovana 10 sekund pti
vysoké rychlosti. Po dostatecném promichani vzorku s ¢inidlem byl cely obsah zkumavky
prenesen do kazety Xpert® C. difficile BT do otvoru pro vzorek. Kazeta byla uzaviena

vikem. Vyrobcem je doporuceno test zahdjit do 30 minut od pfidani vzorku do kazety.

V programu se kliknutim na Create Test otevie okno, ve kterém se zada identifikacni Cislo
vzorku. Déle je potfeba naskenovat ¢arovy kod, kterym je oznaCena kazeta Xpert C.
difficile BT. Automaticky jsou vyplnény polozky Select Assay (vybrat analyzu), Reagent
Lot ID (cislo sarze vyrobku), Cartridge SN (vyrobni Cislo kazety) a Expiration Date

(datum expirace). Zadané udaje se potvrdi tlacitkem Start Test.

Testovana kazeta se vlozi do pfistrojového modulu oznaceného zelenym svétlem. Po

zavieni dvifek je pak zahdjeno testovani. Po ukonceni testu svétlo zhasne. Po zhasnuti
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zeleného svétla a nasledném uvolnéni zdmku dvifek modulu je potfeba vyjmout pouzitou
kazetu, ktera je poté zlikvidovana dle platnych postupti naklddani s nebezpe¢nym

odpadem.

Vysledky testu jsou vyhodnoceny a interpretovany piimo programem pomoci
definovanych algoritmti z naméfenych fluorescen¢nich hodnot. Po ukonceni testu jsou
zobrazeny v okné¢ View Results. Mozné vystupy z vySetieni jsou spolu s jejich

vysvétlenim jsou uvedeny v tabulce 2.
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Toxigenic C. diff
NEG,

Binary Toxin NEG,
027 NEG

Cilové sekvence C. difficile produkujici toxin (toxin B a
binarni toxin) nejsou detekovany; jiné cilové sekvence DNA
pro toxigenni C. difficile (delece tcdC na 117) nejsou

detekovany.

Toxigenic C. diff
POS,

Binary Toxin NEG,
027 NEG

Byly detekovany cilové sekvence DNA C. difficile produkujici
toxin.

C. difficile produkujici toxin — cilova sekvence C. difficile
(gen toxinu B) ma Ct v platném rozmezi a koncové
vyhodnoceni nad minimalnim nastavenim.

Gen binarniho toxinu a delece tcdC na 117 nejsou detekovany.

Toxigenic C. diff
POS,

Binary Toxin POS,
027 NEG

Byly detekovany cilové sekvence DNA C. difficile produkujici
toxin.

Cilové sekvence C. difficile (gen toxinu B plus gen binarniho
toxinu) maji Ct v platném rozmezi a koncova vyhodnoceni
nad minimalnim nastavenim; delece tcdC na 117 neni

detekovana.

Toxigenic C. diff
POS,

Binary Toxin POS,
027
PRESUMPTIVE
POS

Byly detekovany cilové sekvence DNA bakterie C. difficile a
ptedpokladany typ 027 produkujici toxin.

Vsechny cilové sekvence C. difficile a predpokladany typ 027
produkujici toxin (toxin B, binarni toxin a delece tcdC na
117), maji hodnotu Ct v platném rozmezi a koncova

vyhodnoceni nad minimalnim nastavenim.

Toxigenic C. diff
NEG,
Binary Toxin POS,

Nebyly detekovany genové sekvence DNA C. difficile
produkujici toxin B; ale je detekovana jina sekvence (gen
bindrniho toxinu), ktera ma Ct v platném rozmezi a koncové

vyhodnoceni nad minimalnim nastavenim. Klinicky vyznam

027 NEG

izolat pozitivnich jen na bindrni toxin jesté neni urcen.

Pfitomnost nebo neptitomnost cilové DNA C. difficile nemize
INVALID b Vysledk k ly ak | d

vt stanovena. Vysle interni kontroly a kontroly son

ERROR i howvuyj yl yh d by b ! b hly

nevyhovuji pfijatelnym hodnotam, nebo vibec neprobéhly.
NO RESULT Y YL Y P Y

Tabulka 2: Vysledky a interpretace testu Xpert C. difficile BT, Techlab

39




5. Zpracovani dat

Data pro vypracovani praktické casti této prace byla ziskdna z Laboratorniho
informacniho systému (LIS) Odd¢leni 1¢katské mikrobiologie Nemocnice Tabor, a.s. Tato
data byla anonymizovana a zpracovéana v souladu s cili této prace do nasledujicich
vystupil. Dalsi data byla poskytnuta z oddéleni nemocni¢ni hygieny, ktera popisuji vyvoj

vyskytu nozokomidlnich nédkaz v letech 2017, 2018 a 2019.

Ziskana data z LIS popisuji provedena vySetieni prikazu pfitomnosti bakteridlni infekce
C. difficile ve vzorcich stolice u hospitalizovanych pacientt. V tabulce 3 jsou uvedeny
Cetnosti provedenych vysetfeni ve sledovanych letech 2018, 2019 a 2020. Ve sledovaném

obdobi bylo toto vySetieni provedeno u 2317 klinickych vzorkd.

rok muzi zeny | celkem
2018 320 400 720
2019 377 543 920
2020 284 393 677

Tabulka 3: Pocet provedenych vysetieni ve sledovanych letech, vlastni zpracovani

Pro riiznd onemocnéni existuji rizikové faktory, které mohou ovliviiovat nachylnost
jedince k danému postizeni, v tomto piipad¢ infekci C. difficile. Obecné lze rozdélit
rizikové faktory na ovlivnitelné (koufeni, mira konzumace alkoholu, stravovaci navyky,
lécba a jiné.) a neovlivnitelné (pohlavi, v€k, genetickd vybava, anamnéza jedince aj.).
Vzhledem k povaze ziskanych dat bylo mozné sledovat pouze faktory v€ku a pohlavi a
jejich potencialni vliv jako ptedpoklad pro vznik onemocnéni zpusobenych infekei C.

difficile.

Onemocnéni zplsobend infekci C. difficile se vyskytuji jak u muzi, tak u Zen. Stejné tak
se tato onemocnéni vyskytuji u riznych v€kovych kategorii. Mira mozného zvySeného
vyskytu téchto onemocnéni v zavislosti na vé€ku ¢1 pohlavi je ndzorné zobrazena na
nasledujicich grafech. Volba grafu je zvolena s ohledem na povahu zpracovanych dat a
informaci, kterou maji tato data reprezentovat. Vypoveédni hodnota dat je relevantni pouze
pro specifickou oblast, ve které¢ byla provadéna vySetfeni, ktera neméla za cil poskytnout
statisticky vzorec pro stanoveni obecné platnych zavéra, nybrz byla provadéna za tcelem

prokazani infekce C. difficile v jednotlivych ptipadech.
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Pti sledovani dat v letech 2018, 2019 a 2020 na Grafu 1 je zfejmé, Ze u Zen bylo indikace
vySetfeni prukazu ptitomnosti C. difficile ¢astéj$i nez u muzi. Procentudlni rozdil

vySeteni mezi jednotlivymi pohlavimi je primérné 15 %.
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2018 2019 2020

rok
HmuZi HEZeny

Graf 1: Pocty provedenych vysetieni v jednotlivych letech, vlastni zpracovani

Z porovnani grafu 2 zndzornujici vysledky vySetteni priikazu pifitomnosti C. difficile u
muzi a grafu 3 pro vyjadieni vysledkd vysetfeni u Zen je vidét klesajici rozdil mezi
negativnimi vysledky muzti a zen. V roce 2018 ¢inil procentualni rozdil negativnich
vysledkli u muzi a zen pfiblizné 10 %, v roce 2019 byl rozdil pfiblizné pétiprocentni,

v poslednim sledovaném roce pak rozdil klesl na ptil procenta.
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Graf 2: Procentualni vyjadieni vysledka vySetfeni muza v jednotlivych letech, vlastni

zpracovani
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Graf 3: Procentudlni vyjadreni vysledkl vySetfeni Zen v jednotlivych letech, vlastni

zpracovani
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Na Grafu 4, 5 a 6 je vidét rozlozeni poctu vysetfeni spolecné s vysledky v jednotlivych

vV

vekovych kategoriich. Nejvyssi pocet vySetieni byl provadén u pacientti spadajicich do
vyssi vékové kategorie. V roce 2018 ¢inil primérny veék u pacientll zhruba 72 let, v roce
2019 a 2020 byl primérny v€k pacientli 71 let. Se stoupajicim vékem stoupal i pocet

provedenych vysetfeni i poCet pozitivnich vysledki.
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Graf 4: Cetnosti provedenych vysetieni a vysledkii v jednotlivych vékovych kategoriich

v roce 2018, vlastni zpracovani
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Graf 5: Cetnosti provedenych vyseteni a vysledki v jednotlivych vékovych kategoriich

v roce 2019, vlastni zpracovani
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Graf 6: Cetnosti provedenych vysetieni a vysledkii v jednotlivych vékovych kategoriich

v roce 2020, vlastni zpracovani

Vyskyt ndkaz spojenych s nemocni¢ni péci je monitorovan Oddélenim nemocni¢ni
hygieny, které sleduje vznik onemocnéni pacientil v souvislosti s hospitalizaci jedince.
Mezi tato onemocnéni patii také infekce zpisobené C. difficile. Ziskand data popisuji
¢etnosti nékaz infekce C. difficile v disledku hospitalizace pacienta v letech 2017, 2018
a2019. Za rok 2020 nebyla data k dispozici.

Na Grafu 7 je vidét meziro¢ni nariist poc¢tu nozokomialniho pfenosu klostridiové infekce.
Mezi lety 2017 a 2018 doslo k nartistu o 11 potvrzenych piipadl, mezi lety 2018 a 2019
byl nartist o 50 potvrzenych ptipadi. Z poctu vSech hospitalizaci v Nemocnici Tabor a.s.,
bylo doprovazeno nozokomialnim ptenosem C. difficile 0,4 % ptipadl v roce 2017 a 2018

a vroce 2019 0,5 %.
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Graf 7: Cetnosti prokdzanych nozokomialnich nakaz CDI v pribéhu let, vlastni

zpracovani

VysSetteni piitomnosti C. difficile ve stolici bylo provedeno nejcastéji ze 3 oddéleni

(graf 8). Z gastroenterologického oddéleni bylo pfijato a vySetfeno 207 vzorkl v roce
2018, 296 vroce 2019 a 245 v roce 2020. Z infekéniho odde€leni bylo vySetfeno 151
vzorki v roce 2018, 234 v roce 2019 a 164 v roce 2020. Z chirurgického oddéleni bylo

vySetfeno 132 vzorkl v roce 2018, 97 v roce 2019 a 60 vzorkl v roce 2020. Z oddéleni

gastroenterologického oddéleni bylo primérmé vySetfeno 32,4 % vzorkd, z infekéniho

oddé€leni 23,5 % a z oddéleni chirurgického oddéleni 13,8 %.
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Graf 8: Oddéleni nejCastéji zadajici vySetieni pfitomnosti C. difficile, vlastni zpracovani
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6. Klinické pripady
V této kapitole je popsan vybér klinickych ptipadi z praxe tzv. kazuistiky. Jednotlivi

pacienti byli hospitalizovani v tdborské nemocnici.

6.1. Kazuistika I

Pacientka (35 let) byla pfijata na infek¢ni oddéleni na doporuceni praktického Iékare pro
pretrvavajici febrilie, bolesti hlavy, ramen a kycli nejasné etiologie. V dobé piijmu
netrpéla prijmy. Pfedchozi medikace Godasal, kvuli prokdzané protrombinové mutaci a
Visanne kviili pokusu o in vitro fertilizaci. Kvili nejasnému piivodu ptiznaki byla
provedena lumbalni punkce, kterd potvrdila serdzni zanét. Mozny bakteridlni ani virovy
puvodce nebyl neprokazan. Z divodu probihajici zanétlivé reakce byly podany
kortikoidy. Pro podezieni na leptospir6zu byla pacientka béhem hospitalizace 1écena

Unasynem (ampicilin/sulbactam).

Po 8 dnech hospitalizace byla pacientka propusténa s ¢tyfdenni 1é€bou amoxicilinem. Po
nasledujicich 8 dnech prob&hla ambulantné kontrola, pti které pacientka udava nékolikrat
denné vodnatou stolici. Je afebrilni, bez vyrazné bolesti hlavy. Bylo indikovano vySetieni

stolice na pfitomnost antigenu a toxinu C. difficile, které byl laboratoii prokazany.

Pacientce byly ordinovany probiotika a rifaximin k 1é€bé klostridiové kolitidy. Nasledné

doslo ke zlepSeni stavu a dal$i kontroly nebyly nutné.

V tomto piipad€ byla CDI zpiisobena stfevni dysmikrobii zpiisobenou 1é€bou pomoci

aminopenicilini, kterym je pravé amoxicilin.

6.2. Kazuistika II

Pacientka (65 let) je dlouhodob& ambulantné sledovana pro chronickou obstrukéni plicni
nemoc (CHOPN). Byla vysetfena na ambulanci respira¢nich onemocnéni pro nevolnost
a cCasty kaSel. Byla ji ordinovana lécba amoxicillin-klavulanatem a pacientka byla
propusténa domi. Za 2 mésice byla vySetfena opét na plicni ambulanci se zhorSenim
predchoziho stavu. Laboratornim vySetfenim byla zjiSténa zvySend hodnota CRP. Dalsi
klinicky materidl byl bez mikrobiologického ndlezu. Pacientce byl ordinovan ceftriaxon

a byla hospitalizovana. Béhem hospitalizace se u pacientky projevily prajmy.
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Mikrobiologickym vySetienim stolice byla zji§téna pfitomnost vankomycin rezistentniho
Enterococcus faecium (VRE) a kmene Enterobacter cloacae produkujici Sirokospektrou
betalaktamazu (ESBL). Nasledné byla laboratofi prokazana ve stolici pfitomnost C.
difficile a klostridiovy toxin. Pacientce byl ordinovan metronidazol. Po dalSich 14 dnech
byla provedena transplantace stolice. Po transplantaci doslo k obnoveni stfevni flory a

zlepSeni stavu. Prikaz C. difficile byl pti kontrolnim vySetfeni negativni.

I v tomto ptipad¢ byla kolitida zplisobena antibiotickou lé¢bou. Vyuziti cefalosporini 3.
generace, mezi které ceftriaxon patfi, je rizikové. Pacientka byla vlivem stfevni
dysmikrobie kolonizovéna i rezistentnimi kmeny bakterii, které jsou téz asociované
s nemocni¢ni péci. Transplantace stolice a nasledné zlepSeni stavu svéd¢i o piinosu této

metody k obnoveni sttevni flory.
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7. Diskuze

V Nemocnici Tébor, a.s. se vySetfeni pfitomnosti C. difficile ve vzorku stolice provadi
primarn¢ imunochromatografickym testem, ktery je bézné¢ vyuzivany i v jinych
laboratofich. Pokud je imunochromatografickym testem zjiSténa piitomnost antigenu
GDH a zaroven neni prokazana produkce toxinu, je vzorek povazovan za CDI suspektni
a vzorek stolice je podroben konfirmacnimu vySetieni, kultivaci na selektivnim agaru pro
C. difficile. Z vykultivovaného kmene je proveden dal$i imunochromatograficky test.
Tento postup zarucuje zachyt toxinogennich kment i v pfipad¢, kdy je v primdrnim
vzorku nizka koncentrace toxinu, kterd je pod mezi detekce testu. V ptipad¢ pozadavku
1ékate se provadi vysetfeni vzorku pomoci metody PCR. Imunochromatograficky test je
podle Nyce et al. (2008) a Benese et. al. (2014) dostatecny v kombinaci s konfirma¢nimi
metodami u vzorkli suspektnich. Proto lze vySetfovaci mechanismus povazovat za

dostatecny.

Oddéleni 1ékaiské mikrobiologie se pravidelné Uc€astni studii vyskytu infekci
zpisobenych C. difficile v nemocnicich v Ceské republice. Tuto studii porada
Diagnosticka laboratoi Clostridium difficile infekci ve FN v Motole, kde je u ziskanych
vzorkd urcen ribotyp. Mimo studii mohou byt vzorky k ribotypizaci zaslany na toto
pracoviste 1 pfi podezieni na vyskyt vysoce virulentnich kment. V ramci surveillance je

tak vyskyt epidemiologicky zavaznych kmentl dostate¢né monitorovan.

Vysoké procento negativnich vysledkii mize byt motivaci ke zlepseni vysetfovaciho
algoritmu na strané oSetfujicitho lékate, tedy k uvazlivéjsimu stanoveni suspektni

diagnozy klostridiové kolitidy.

Z uvedenych vysledkd a grafii v kapitole 5 této prace je patrné, Ze otazka vlivu pohlavi
pacienta na vy$$i predpoklad onemocnéni CDI neni pfili§ vyznamna. Ze ziskanych dat je
patrné, ze rozdil negativnich vysledkii mezi pohlavimi meziro¢né vyznamné klesal, a to

pfi zhruba stejném rozvrzeni poctu provedenych testa.

Z klesajiciho trendu rozdilu u muZza a u Zen, lze predpokladat, ze v minulosti mohl mit
tento parametr vyssi vyznam. Predpoklada se, Ze se nejspiSe nejednalo jen o izolovany
parametr pohlavi, nybrZz rozdil mohl byt zpisoben vnéjSimi vlivy, jako naptiklad
rozlozenim pacientli na oddélenich a pokojich béhem hospitalizace, ptipadné ptistupem

oSettujicich 1¢karti pii volbé zpusobu lécby. V soucasné dobé je trend raciondlni
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antibiotické politiky vyhybajici se priliSnému uzivani Sirokospektrych antibiotik, ktera

jsou vyznamnym faktorem pii vzniku CDI.

Ze ziskanych dat je vidé€t, ze pacienti s vyS$§im vékem jsou Castéji testovani na pritomnost
infekce C. difficile. Nejpocetnéjsi skupinu tvoii pacienti ve véku kolem 70 let. Spolu
s ndristem poctu vySetfeni u dané vekové skupiny mirné narlistd pocet pozitivnich
piipadt. Tento jev lze vysvétlit tzv. pravdépodobnosti chyby, coz znamend, ze s vySSim
poctem provedenych vysetieni nartsta pravdépodobnost pozitivnich vysledkl. Z graft je
také zietelné, ze i u této veékové skupiny, stejné jako u vSech ostatnich, je vysoka mira

negativnich vysledkd.

Lze fici, ze pacienti vysSich vé€kovych kategorii jsou celkové nachylnéjsi k riznym
onemocnénim, mohou byt dlouhodobé hospitalizovani a vyskytuje se u nich vyssi mira
uziti medikace, coz mohou byt faktory spojené se vznikem CDI. VEk nad 65 let vcetné je
podle Benese et al. (2014) a Stépanové a Tomaskové (2014) rizikovym faktorem. Vétsina
vySetfovanych pacientli na ptitomnost C. difficile v Nemocnici Tabor a.s. spliiovala tuto
podminku. Vék s dil¢imi rizikovymi faktory asociovanych se stafim mize vyskyt CDI

ovlivnit.

Ze zpracovanych dat je patrny narlst nozokomidlnich pfenosi infekce zptsobené C.
difficile. 'V prubéhu let narist vyrazné stoupd. V letech 2018 a 2019 stoupl pocet
potvrzenych nozokomidlnich ptenosti o 50 piipadu, ve stejnych letech pak stoupl pocet
vySetiteni na CDI o 142. Je tedy na misté uvazovat, zda narGst zaznamenanych

nozokomialnich pfenosti souvisi ¢i nesouvisi s vyssi mirou testovani.

Statistika poskytnuta Oddélenim nemocnic¢ni hygieny obsahuje pouze potvrzené ptipady
CDI, tedy ptipady, kdy byla prokazéana ptitomnost této infekce spolu se skutecnosti, Ze
doslo k nozokomialnimu ptfenosu. Lze vSak predpokladat, Ze nékteré leh¢i formy CDI,
které se mohou projevovat jako prijmové onemocnéni, nemusely byt diagnostikovany na
ptitomnost C. difficile, a tedy nebyly podrobeny testu. Tyto ptipady byly vyléceny pouze
jako obecné prijjmové onemocnéni, napiiklad nasazenim diety, ktera mtize byt soucasné

1éEbou 1 priiyml zplisobenych infekci C. difficile.
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8. Zavér

Bakterie C. difficile je ptitomna ve vétSin€ zivych organismi jako soucast bézné strevni
mikroflory a infekce zpisobené touto bakterii jsou tedy celosvétovy problém. Tuto
bakterii lze povazovat za vyznamného patogena, protoze pisobenim toxini
produkovanych C. difficile mize u postizeného jedince vyvolat zivot ohrozujici
onemocnéni. Tato onemocnéni mohou byt obtizné 1é¢itelnd a mize dochazet k recidivam.
Z vyse uvedenych diivodll je nutné monitorovat vyskyt onemocnéni vyvolanych C.
difficile a aktivné branit jejich Sifeni. Soucasné laboratorni metody umoziuji vcasné
odhaleni této bakterie a jejich toxinli ze stolice pacientd. S ohledem na mozné
nozokomialni pfenosy umoznuje v€asna diagnostika klostridiové infekce zavést vhodna
a uinnd opatieni v rdmci nemocni¢niho oddé€leni vedouci k minimalizaci moznych

prenosii.

Pro v€asné odhaleni klostridiové infekce u pacienta je vhodné provadét metody s rychlym
uréenim vysledku. Primarné se vyuzivd imunochromatograficky test. Timto testem lze do
pul hodiny prokazat ptitomnost GDH a toxinu zaroven. U vzorkl s nejasnym vysledkem,
suspektnich CDI, se pouzivaji dalsi konfirmacni metody, zejména kultivace s naslednym

prikazem GDH a toxint.

Ze srovnani zpracovanych dat je patrné, Ze rozdil v cetnostech vyskytli pozitivnich
vysledkil vySetfeni mezi muzi a Zenami postupné klesl na zanedbatelnou hodnotu, naopak
Cetnost vyskytli nozokomialni ptenost infekce C. difficile kazdoro¢né stoupa. Vysledky
zkoumani sledovanych dat prokazuji, Ze vétSina vySetifeni byla provedena u pacientl

s v€kem nad 65 let, v souvislosti s tim rostl 1 pocet vyskytii CDI.

Zkoumana data také ukazala znacné procento negativnich vysledkii z provedenych
vySetfeni, je tedy na misté¢ zabyvat se moznostmi zlepSeni vySetfovaciho algoritmu
osetfujiciho 1ékate v piipadé podezieni na klostridiovou kolitidu. S ohledem na

vySetfovany material by mohlo byt vhodné Cast€jsi vyuziti Bristolské Skaly stolice.
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