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Abstrakt

V soucasné dobé jsou zavaznym problémem vSech nemocnic nozokomialni infekce,
tedy infekce spojené se zdravotni péci. Mezi tyto infekce patéi i stievni infekce
vyvolané Clostridium difficile.

Clostridium difficile je pohybliva anaerobni grampozitivni ty¢ka se schopnosti
tvofit spory. Vyskytuje se ve stievé asi 5% zdravych dospélych. Toxigenni kmeny
Clostridium difficile produkuji dva termolabilni proteinové toxiny, enterotoxin (toxin A)
a cytotoxin (toxin B). Svymi toxiny je schopno vyvolat stievni infekéni onemocnéni
rizné zavaznosti, které mize probihat jako banalni priijmové onemocnéni, ale také jako
Zivot ohrozujici stav. V literatufe se nemoc oznacuje jako Clostridium difficile infection
(CDI) (Benes et al., 2014a). Onemocnéni patii mezi infekce spojené se zdravotni pééi a
Casto vznika v disledku predchozi 1écby antibiotiky.

V Ceské republice je v poslednich letech patrny trend naristu poétu hlagenych
ptipadi CDI. V roce 2008 bylo hlaSeno 303 piipadl, v roce 2014 uz to bylo 4 097
ptipadl (Pokorna, 2015).

Cilem prace je posoudit, jestli metoda ¢i metody pouzivané k laboratorni
diagnostice CDI v Nemocnici Pisek, a.s. jsou dostatecné nebo by se méla zavést dalsi
metoda. Laboratorni postup jsem porovnala s doporuenymi postupy. V mé praci
kvalitativni, imunochromatografickou metodou prokazuji pfitomnost klostridiové
glutamatdehydrogendazy a pfitomnost toxinu A a B. Vysledky jsem vyuzila
ke statistickému zpracovani a stanovila si hypotézy. Ziskana data jsem spocetla pomoci
Chi kvadrat testu, abych zjistila, jakd byla dosaZzena hladina vyznamnosti.
Predpokladam, ze se zvysil zachyt Clostridium difficile a jeho toxinti v Nemocnici
Pisek, a.s. vroce 2014 oproti roku 2013. Domnivam se, Ze pacienti > 65 let jsou
vnimav¢jsi k CDI nez pacienti pod 65 let (Benes et al., 2014b, s. 58). Dale mé zajimalo
zastoupeni pohlavi v mém souboru v roce 2013 a 2014 a pozitivni vysledky muzi a zen.

Metoda pouzivana k diagnostice CDI v Nemocnici Pisek, a.s. je dostatecna.
V roce 2013 bylo celkem vySetifeno 240 vzork, z toho 209 negativnich, coz ptedstavuje
87,1 %, 31 vzorkil bylo pozitivnich, coz je 12,9 %. Celkovy pocet muzt byl 132
(55,0 %), pocet Zen byl 108 (45 %).



V roce 2014 bylo vySetieno celkem 195 vzorktl, z toho 169 negativnich, coz je
86,7 %, 26 pozitivnich, tedy 13,3 %. V roce 2014 bylo vySetfeno celkem 195 vzorku,
Z toho od pacientd nad 65 let bylo 122 vzorki (62,6 %), vzorkil od pacientll pod 65 let
bylo 73 (37,4 %). V roce 2013 bylo celkem od muzd vySetieno 132 vzorki a z toho
bylo pozitivnich 19, coz predstavuje 14,4 %. Vzorkl od Zen bylo celkem 108 a z toho
bylo pozitivnich 12, coz je 11,1 %. V roce 2014 bylo celkem od muzii vySetieno 75
(38,5 %) vzorku a z toho bylo pozitivnich 12, tedy 16,0 %. Vzorkd od Zen bylo celkem
odebrano 120 (61,5 %), z toho bylo pozitivnich 14, coz ptedstavuje 11,7 %.

Zachyt Clostridium difficile ve vzorcich stolic byl v roce 2014 oproti roku 2013
srovnatelny. V mém souboru nebyli pacienti nad 65 let vnimavéjsi k infekci oproti
pacientim mlad$im. V téchto vysledcich se rozchazim s literaturou, kterd udava, ze
incidence a zavaznost nemoci podstatné nartstd od véku > 65 let. Rovnéz se domnivam
s pfihlédnutim k mym vysledkiim, ze pohlavi nema na vnimani k CDI vyraznéjsi vliv.
Pro dalsi vyzkum bych doporucila vétsi soubor pacienti nebo del$i casovy usek

sledovani.
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Abstract

At present, nosocomial infections, i.e. infections connected with the health care, are
a serious issue in all hospitals. These infections also include intestinal infections caused
by Clostridium difficile.

Clostridium difficile is a movable, anaerobic gram-positive rod, which is able to
form spores. It may be found in the intestines of about 5 % of healthy adults.
Toxigenic strains of Clostridium difficile generate two thermolabile protein toxins,
enterotoxin (toxin A) and cytotoxin (toxin B). With these toxins, it may cause intestinal
infectious disease of various severity, which may occur as trivial diarrhoea or as a life-
threatening condition. In literature, the disease is referred to as Clostridium difficile
infection (CDI) (Benes et al., 2014a). The disease belongs to infections connected with
health care and it often occurs as a result of previous treatment with antibiotics.

In recent years, the number of CDI cases reported in the Czech Republic has
apparently increased. 303 cases were reported in 2008 compared to 4 097 cases in 2014
(Pokorna, 2015).

The aim of the thesis is to consider whether the method(s) applied for CDI
diagnostics in laboratory in Nemocnice Pisek, a.s. are sufficient or whether another
method should be implemented. Laboratory procedure was compared with
recommended procedures. Using qualitative, immunochromatographic method, the
presence of clostridium glutamate dehydrogenase as well as the presence of toxins A
and B were demonstrated. The results were utilized for statistical purposes and
determination of hypotheses. Obtained data were calculated by means of Chi quadrate
test in order to define the achieved level of severity. My assumption is that the recovery
of Clostridium difficile and its toxins increased in Nemocnice Pisek, a.s. in 2014
compared to 2013. | presume that patients over 65 years of age are more sensitive to
CDI than patients up to 65 years of age (Benes et al., 2014b, p. 58). Representation of
genders in my setting in 2013 and in 2014 was also focused on as well as positive

results of men and women.



Method applied to diagnose CDI in Pisek hospital is sufficient. In total, 240
samples were examined in 2013, out of which 209 were negative, i.e. 87.1 %, and 31
samples were positive (12.9 %). Total number of men was 132 (55.0 %), number of
women was 108 (45 %).

In 2014, 195 samples were examined in total, out of which 169 samples were
negative, i.e. 86.7 %, 26 samples were positive, i.e. 13.3 %. In 2014, 195 samples were
examined in total, out of which 122 samples were taken from patients over 65 years old
(62.6 %) and 73 samples from patients under 65 years old (37.4 %). In 2013, 132
samples were taken from men and examined, out of which 19 were positive, i.e. 14.4 %.
108 samples were taken from women, out of which 12 were positive, i.e. 11.1 %. In
2014, 75 samples taken from men were examined (38.5 %), out of which 12 samples
were positive, i.e. 16 %. In total, 120 samples were taken from women (61.5 %), out of
which 14 samples were positive, which represents 11.7 %.

Recovery of Clostridium difficile fecal samples in 2014 is similar to 2013. In my
setting, patients over 65 were not more sensitive to the infection compared to younger
patients. These results differ from literature stating that the incidence and severity of the
disease is increasing significantly after 65 years of age. With regard to the results, I also
assume that gender influences the sensitivity to CDI only slightly. For further study,

larger sample of patients or longer time span for monitoring would be needed.
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7 Ptiloha



Seznam pouzitych zkratek
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ATB
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GDH
GIT
HIV
IgA
JIP
KICH
LIS
MBC
MIC
OKM FN Brno
PCR
RNA
RTG

antigen

antibiotika

Clostridium difficile

Clostridium difficile infection

Computed Tomography

Ceska lékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
deoxyribonukleova kyselina

European Committee on Antimicrobial Susceptibility

The EUropean multi-centre, prospective bi-annual point
prevalence study of CLostridium difficile Infection in hospitalised
patients with Diarrhoea

glutamatdehydrogenéza

gastrointestinalni trakt

human immunodeficiency virus

imunoglobulin A

jednotka intenzivni péce

Klinika infek¢énich chorob

laboratorni informacni systém

minimalni baktericidni koncentrace

minimalni inhibi¢ni koncentrace

Oddgéleni klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Brno
polymerazova tetézova reakce

ribonukleova kyselina

rentgenové vysetieni
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Uvod

Clostridium difficile je grampozitivni, sporulujici, anaerobni bakterie bézné se
vyskytujici v ptirod€, odpadnich a povrchovych vodach, ale také v travicim traktu zvitat
a lidi. Tuto bakterii miiZzeme nalézt i ve stievé pfiblizn€ 5 % zdravych dospélych a u déti
je dokonce jeji vyskyt vyssi. Toxiny Clostridium difficile mohou vyvolat stfevni
onemocnéni, které mize probéhnout jako leh¢i prijmové onemocnéni, ale také jako
zivot ohrozujici pseudomembrandzni enterokolitida. Toto onemocnéni patii mezi
infekce spojené se zdravotni péci a cCasto se rozviji po podani predevSim
Sirokospektrych antibiotik. Antibiotika eliminuji pfirozenou stfevni mikrofléru, coz
vede k pfemnozeni rezistentni Clostridium difficile, které poskozuje stfevni sliznici.
K infekci dochazi typicky fekalné-oralnim pfenosem (Votava et al., 2003, s. 150-151).

Kolitida vyvolana Clostridium difficile vykazuje zvlastnosti v patogenezi
onemocnéni, stejné tak Vv klinickych projevech, pfitomnosti komplikaci a také v 1é¢be.
V literatufe se nemoc oznacuje jako Clostridium difficile infection (CDI) (Benes et al.,
2014a).
roku 2003 (Vojtilova et al., 2011, s. 209). Tento trend se objevuje i v Ceské republice,
kde vyskyt nahlasenych ptipadi CDI v roce 2014 piekrocil 4 000 (Benes, 2015).

Antigeny a toxiny Clostridium difficile se stanovuji ve stolici pacienta pomoci
diagnostickych setl, vétSinou pomoci imunochromatografickych testi. Stolice je
pouzita ke kvalitativnimu stanoveni pfitomnosti antigenu a toxinl. Vysledek se odecte
po deseti minutach. Vysledek mlzZe byt negativni nebo miiZze byt pozitivni jen antigen
nebo antigen a toxin, popf. toxiny. Jakakoli jin4d varianta vysledku vede k zopakovani
testu. Jako konfirmacni vySetfeni muze byt provedena Kultivace stolice cilena na
Clostridium difficile nebo PCR vySetfeni, které slouzi k prikazu genu kodujiciho
syntézu toxinu B a pfipadné i toxinu A. Na zdklad€ vysledkl a klinickych projevii urci
1ékar dalsi 1é¢ebny postup (Benes et al., 2014b, s. 59-60).

V praci se zabyvam zpracovanim vzorkl stolic pacientii podezielych z CDI a

ziskana data pouziji k hodnoceni zachytu Clostridium difficile v Nemocnici Pisek, a.s..
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Srovndvam laboratorni diagnostiku CDI provadénou v Nemocnici Pisek, a.s.
s doporu¢enymi postupy diagnostiky Clostridium difficile uvefejnénymi na strankach
www.infekce.cz, porovnavam zachyt Clostridium difficile v Nemocnici Pisek, a.s.
v roce 2014 a 2013, jakoz i zastoupeni pacientli nad 65 let. VSimam si také zastoupeni

pohlavi u pacientti vySetfovanych na prikaz CDI v letech 2013 a 2014.
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Teoreticka ¢ast

1 Rod Clostridium

1.1 Taxonomie

Taxony: Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Ttrida Clostridia
Rad Clostridiales
Celed Clostridiaceae
Rod Clostridium

1.2 Obecné vlastnosti klostridii

Rod Clostridium zahrnuje vyznamnou skupinu bakterii, jejichz spole¢nou vlastnosti
je citlivost ke kysliku a schopnost tvofit klidové stadium zvané spora. Vegetativni
formy téchto bakterii maji ¢asto tvar grampozitivnich ty€inek rtizné velikosti. VSechny
druhy klostridii jsou fazeny do jediného rodu Clostridium, ktery obsahuje ptes 80 druht
(Bednafr et al., 1996, s. 233).

V ptirod¢ jsou hojné rozsifené, bézné se vyskytujici hlavné diky schopnosti tvofit
vysoce rezistentni spory, které jsou znacn€¢ odolné vic¢i nepfiznivym podminkam
zevniho prostiedi jako je zafeni, vyschnuti, teplota nebo rizné chemické latky.
Nalezneme je v odpadnich a povrchovych vodach, v pidé, v bahné, v prachu, ale i

V travicim traktu zvitat a lidi (Bednafr et al., 1996, s. 230).
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VétSinou se jedna o saprofyty. Pouze nekolik malo druhtt dokaze vyvolat
onemocnéni u zvifat nebo u lidi a to diky schopnosti produkovat exotoxiny, napiiklad
botulotoxin, diftericky toxin nebo tetanicky toxin. Casto jsou to velmi zavazna
onemocnéni S fatdlnimi nasledky (Bednaf et al., 1996, s. 230).

Vegetativni formy klostridii maji tvar dlouhych, rovnych nebo lehce zahnutych
tyCinek se zaoblenymi konci, Casto jsou pleomorfni, objevuji se vldknité nebo jen
prodlouzené vietenovité (closter — latinsky vieteno) bunky (Greenwood, Slack a
Peutherer, 1999). Velikost klostridii se nejc¢astéji pohybuje od 3 do 8 pm na délku a 0,4
— 1,2 um na $itku. Vegetativni formy u vétSiny druhti jsou diky peritrichdln¢ ulozenym
bi¢ikiim pohyblivé. Cast druhil netvoii bi¢ik, a proto se jejich ty¢inky nepohybuiji, napt.
C. perfringens. Barvenim dle Grama se jevi grampozitivni, ale postupem ¢asu mohou
jejich kultury grampozitivitu ztracet a jevit se jako gramnegativni, napt. C. chauvoei
(Bednar et al., 1996, s. 233).

Bunky klostridii jsou tvofeny bunéfnou sténou, biciky, cytoplazmatickou
membranou. Uvnitf buniky je cytoplazma a v ni jsou ulozeny organely - ribozomy,
granula a nukleoid, ktery tvofi geneticky material bakterie.

Bunécna sténa klostridii je tvofena silnou vrstvou peptidoglykanu, kyselinou
teikuronovanou, ftetézci kyseliny teichoové a bilkovinami. Tloustka bunécné stény
muze byt az 20 nm. Pfi barveni dle Grama se komplex krystalové violeti s jodem dobie
vaze ve stén¢ nejen diky jeji tlouStce, ale 1 diky sloZeni stény. Komplex se nevyplavi
ani pfi odbarvovani alkoholem a klostridia ztistanou fialova. Jsou tedy grampozitivni.
Pro nizkou vypovédni hodnotu se Gramovo barveni na klostridie béZné neprovadi,
interferuji zde jiné druhy bakterii. Vyjimkou je cilend kultivace na klostridia, kde
opakovanou kultivaci ziskame €istou kulturu.

Cytoplazmaticka membrana, bez které¢ nemiize zadna buiika existovat, ma tloustku
10 nm a sklada se z dvojité vrstvy fosfolipidii a z bilkovin. Bilkoviny jsou bud’ pevné
ukotveny v membrané, nebo mohou prostupovat celou membranou a tvofit kanaly pro

pfenos Zivin ¢i pro vylu€ovani odpadnich latek ven z buniky.
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Biciky klostridii jsou tvofeny bilkovinou flagelin a jsou ulozeny po obvodu buiiky,
vykonavaji rotani pohyb, ktery mizeme ptirovnat k pohybu lodniho $roubu. Bi¢iky lze
znazornit stiibfenim.

Uvniti bakterie jsou organely zvané ribozomy, na kterych probiha translace neboli
ptepis RNA do proteinti. Ribozomy jsou v cytoplazmé volné, nevazané na zadnou
strukturu, skladaji se ze dvou podjednotek, velkd podjednotka ma velikost 50S a mala
podjednotka ma velikost 30S (S= Svedbergova jednotka) (Greenwood, Slack a
Peutherer, 1999).

Pfi dostatecném ptisunu uhliku a pfi nedostatku dusiku se tvofi glykogenova
granula, ktera jsou voln¢ uloZena v cytoplazmé.

Geneticky material tvofi jedna cirkularni molekula dvouvldknova DNA, jeji
velikost je cca 5.10° kb.

Za neptiznivych podminek pro dal$i rist a mnozeni mohou klostridie ptetvofit svoji
vegetativni a fyziologicky aktivni builku na bunku klidovou, S téméf nulovym
metabolismem, ale pfitom vysokou odolnosti vii¢i vlivim vnéjsiho prostiedi (Kramaf,
2007, s. 44). Tato forma se nazyva spora, tvofi se uvnitf buniky a vzdy je jen jedna,
vystizn€j$i nazev je endospora. Rostouci kultura bakterii zacind sporulovat na konci
exponencialni faze ristu, v disledku nedostatku zivin. Proces trva zhruba 10 hodin. Na
konci sporulacniho procesu je buika se stejnym genomem, ale odlisnou morfologii a
fyziologii. Spory jsou ovalné, ménég Casto kulaté. VétSinou jsou uloZeny subtermindlné,
ale u n¢kterych druhd také terminalné. V podobé& spor mohou bakterie ptezit desitky let
(Bednat, et al., 1999, s. 60, 230).

K fungovani enzym, které se Ucastni oxidacné-redukénich déjii v buiice a které
jsou dulezité pro jejich rist, potfebuji klostridia nizs$i redoxni potencial prostiedi
(Votava et al., 2003, s. 146).

Energii ziskavaji zanaerobni glykolyzy neboli fermentace. Klostridie jsou
biochemicky velmi aktivni. Jejich enzymaticka vybava umoznuje rozkladat proteiny
nebo kvasit sacharidy a dle téchto schopnosti je mizeme rozdélit na druhy Stépici jen
sacharidy, druhy rozkladajici bilkoviny, druhy schopné vyuZivat puriny a pyrimidiny a
druhy schopné vyuzivat sacharidy 1 bilkoviny (Votava et al., 2003, s. 146).

15



Klostridie  zptGsobuji  patologické procesy ve stfev€é, napi. prajmy,
pseudomembranozni enterokolitidu, nekrotizujici enterokolitidu, dale neurotoxikace,
které jsou vyvolané napi. C. botulinum nebo C. tetani a také nekrotizujici infekce
mékkych tkani (Bednar et al., 1996, s. 233).

1.3 Clostridium difficile

1.3.1 Charakteristika Clostridium difficile

V roce 1935 objevili Hall a O'Toole Clostridium difficile jako soucast stievni flory
u zdravych déti. Spojitost mezi pseudomembrandzni kolitidou a Clostridium difficile
byla objevena v roce 1977 (Klaban, 2011, s. 101-102).

Nazev Clostridium difficile vznikl spojenim latinského slova closter (vieteno) a
difficile (obtizny).

Clostridium difficile je anaerobni, grampozitivni pohybliva tycka s ovalnymi
sporami (Votava et al., 2010, s. 333). Je obtizné kultivovatelné (odtud nazev difficile).
Bakterie je pfitomna ve stievé piiblizné¢ 5% zdravych dospé€lych, u déti a kojenci se
vyskytuje Castéji, ale nepovazuje se za soucast normalni flory. Vyskytuje se bézné
Vv piirod¢€, v odpadnich a povrchovych vodach (Votava et al., 2003, s. 150).

Velikost bakterii je proménliva, vegetativni buiiky mohou byt velké 1,2-1,6 X 6-16
um nebo drobné, piiblizné 0,6 x 4-6 um. Casto maji tendenci k autolyze. Ve stievé
Clostridium difficile snadno sporuluje, spory jsou malo termorezistentni. Vysoka teplota
poskozuje jejich germinacni enzym (Votava et al., 2003, s. 150-151).

Dnes jiz je mozno Clostridium difficile kultivovat ze stolice za pomoci selektivnich
pud s obsahem cefoxitinu a cykloserinu, kterych se vyuziva k potlac¢eni doprovodné
flory. Clostridium difficile je vysoce citlivé na vankomycin a rezistentni na vétSinu
bézn¢ wuzivanych antimikrobnich preparati. Ke kultivaci je dilezitd anaerobni
atmosféra. Kolonie jsou okrouhlé, krevni agar ani zZloutkovy agar neméni (Votava et al.,

2003, s. 150-151).
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Béhem vegetativniho ristu ¢ast kmend tvofi dva termolabilni proteinové toxiny,
které se do prostiedi uvoliuji po rozpadu bunék.

Hlavnimi faktory virulence jsou toxiny A a B, které produkuji toxigenni kmeny.
Toxin A je enterotoxin, toxin B je cytotoxin. Nékteré patogenni kmeny produkuji i
bindrni toxin, ale jeho mechanismus G¢inku neni znam. Avsak tvorba bindrniho toxinu
je provazena hor$im priabéhem onemocnéni. Pokud bakterie neprodukuje zadny toxin,
nepiedstavuje riziko ani pro vnimavé jedince (Benes et al., 2014a).

Toxin A je jeden z nejvétSich znamych bakteridlnich toxint. Jeho molekulova
hmotnost je 308 kDa, je to silny enterotoxin, ktery vyvolava vodnaté prijmy, nékdy
mirn¢ hemoragické. Toxin A je slozen zjedné jednotky hemaglutininu a zjedné
enterotoxické jednotky. Toxin B je tvofen rovnéZ 1 jednotkou hemaglutininu a 6
kopiemi cytotoxické jednotky. Toxin B je nekrotizujicim cytotoxinem. Geny kodujici
oba toxiny jsou ulozeny na tzv. lokusu patogenity. Oba geny se transkribuji ve stejném
sméru a znaci se TcdA a TcdB (Malinova, 2012).

Vyskyt C. difficile ve stolici je udavan v riznych sestavach rtizné. Napiiklad Benes$
(2014a) tvrdi, ze u déti v prvnich mésicich Zivota je vysoké procento kolonizace (>50%)
C. difficile, ptitom opakované infekce se u nich vyskytuji vzacné. Zdroj pro onemocnéni
muze byt endogenni i exogenni.

C. difficile neni invazivni patogen, nejdfive jen adheruje na sténu tra¢niku. Jestlize
jde o toxigenni kmen, ktery produkuje toxin A i B, pak tyto toxiny pusobi synergicky a
poskozuji 1 hlubsi vrstvy stfevni stény. Pokud dojde v tomto inicidlnim stadiu k prijmu,
je pro pacienta prospé$ny, organismus se snazi zbavit patogena. Slaba peristaltika nebo
podavani 1€kt tlumici peristaltiku pfispiva krozvoji onemocnéni a mohou
vzniknout ostrivkovité ulcerace, jejichz povrch se pokryje pablanami. Toxin B plsobi
na hladkou svalovinu ve sténé tracniku a dochazi k rozvoji ileu. Kone¢né stadium
nemoci byva spojeno se znaénym roztazenim tracniku, nazyvané megakolon a ke ztraté
bariérové funkce sliznice. Mlize se rozvinout sepse (Reese a Betts, 1996, s. 1086, 1158).

C. difficile, aby zptsobilo zminéna onemocnéni, musi mit potencial pro produkci

toxinu, témer 25 % izolath z lidi postrada geny pro produkci toxini A a B a je
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netoxigennich a nikdy nezpisobi prijem nebo kolitidu (Reese a Betts, 1996, s. 1086,
1158).

1.3.2 Jiné zdroje Clostridium difficile

Nekteré zdroje uvadéji moznost animalnich zdroju nakazy Clostridium difficile.
Zajimavou studii zpracovali Bardon, Vagnerova a Kolai (2012, s. 9-10) v okrese
Olomouc, ale moznost pienosu alimentarni cestou nepotvrdili. Studie byla zamétena na
prikaz Clostridium difficile a jeho toxind u prasat v okrese Olomouc pomoci tii riznych
metod. Celkem vySetfili 108 vzorku, ale ani v jednom vzorku Clostridium difficile
kultivaéné neprokazali. 56 vzorku bylo navic testovano kombinovanym testem na

prikaz GDH a toxinli A/B, ale ani tento test nepfinesl pozitivni vysledek.

1.3.3 Piznaky klostridiové kolitidy

Ptiznaky svédcici pro tézky pribéh klostridiové kolitidy udava Bene§ a kolektiv
(2014b, s. 59) nasledujici:
- ,horecka >38,5 °C
- zZimnice a tiesavky
- hemodynamickd nestabilita véetné septického Soku
- znamky peritonitidy
- paralyticky ileus
- leukocytéza > 15 x 10%1
- posun doleva (> 20 % ty¢i v diferencidlu leukocyti)
- vzestup kreatininu v séru (> 50 % nad obvyklou hodnotu)
- vzestup hladiny laktatu v séru

- pseudomembranodzni kolitida zjisténa koloskopicky
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- rozpéti tracniku (> 80 mm v oblasti céka nebo > 60 mm na transverzu a
descendentu) prokézané zobrazovacim vySetfenim (rtg nativ biicha, CT)*

Kolitida vyvolana C. difficile patii do skupiny stfevnich infekci. Pivodcem nemoci
jsou toxigenni kmeny bakterie Clostridium difficile, které se vyznacuji pfirozenou
rezistenci vici nékterym pouzivanym antibiotikim. Onemocnéni vedou k poskozeni
tratniku zptisobenému klostridiovymi toxiny, které mohou pacienta vycerpavat nejen
akutni infekci, ale 1 relapsy a rekurencemi opakovanymi vicekrat po sob¢é. Onemocnéni
je nakazlivé a vyznamné se podili na vyskytu prijml v nemocni¢nim prostiedi.

Dale se miiZze onemocnéni rozvinout i jako post-antibioticka kolitida, coZ je stievni
dysmikrobie, kterd vznika v dusledku ptredchozi 1é¢by antibiotiky. Onemocnéni miize
zacit ndhle s cetnymi vodnatymi stolicemi, u nékterych pacientli se objevuje horecka a
leukocytoza (Havlik et al., 2002, s. 37).

Lécba pacientt cefalosporiny druhé a tieti generace mize byt rizikovym faktorem
VvV rozvoji prijmi zpusobenych Clostridium difficile (Reese a Betts, 1996, s. 1086,
1158).

Pokud dojde k rozvoji pablan na sliznici tra¢niku, mluvime o pseudomembrandzni
kolitidé. Zde se uplatnuje endoskopické vySetfeni nebo jsou pablany pozorovatelné
okem béhem operace ¢i pii pitve.

Klaban (2005, s. 112) piSe o mechanismu rozvoje infekce zptisobené Clostridium
difficile. Dle Klabana dojde v dusledku 1é¢by antibiotiky k potlaceni dulezité stievni
mikroflory, vegetativni bunky Clostridium difficile se ¢asto pfeméni na spory, které jsou
rezistentni k antibiotikim. Po ukonceni podévani antibiotik spory vykli¢i do vegetativni
formy. Jelikoz je konkurenc¢ni stfevni mikroflora vybita, mohou se intenzivné mnozit.

Dostal charakterizuje pseudomembranozni enterokolitidu jako: ,,Akutni prijmové
onemocnéni nejcastéji v souvislosti s podavanim Sirokospektrych antibiotik, nejéastéji
je etiologie piipisovana toxintim Clostridium difficile. Jde vétSinou o endogenni nakazu
pfi poruSeni rovnovahy stfevni flory. Béhem antibiotické 1écby nebo kratce po jejim
skonCeni dojde k vzestupu teploty, objevi se prijmy, Casto dramatické, objemné

s ptimési krve, ptipadné s cary stievni sliznice (Dostal et al., 2005, s. 213-214).
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Clostridium difficile je sice nejcastéji prokazany pivodce postantibiotické kolitidy,
ale krom¢ Clostridium difficile muze vyvolat prijem spojeny s uzivanim antibiotik také
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca, Candida species a
Salmonella species (Scharfen, 2013, s. 154-156).

Pokud se vSak akutni prijmové onemocnéni objevi u pacienti az bcéhem
hospitalizace, zvlasté u pacientu, ktefi byli hospitalizovani vice nez tii dny, je velmi
pravdépodobné, ze puvodcem je Clostridium difficile. U téchto pacientd neni
pravdépodobné, Ze by se nakazili pozitim potravin kontaminovanych bakteriemi
Campylobacter, Shigella nebo Salmonella (Carey, Schuster a McGowam, 2011, s. 48).

Velkym problémem se stavaji reinfekce. “Az ve 20 % ptipadi dochazi k relapsim
onemocnéni (Benes et al., 2009). Je to zptsobeno pietrvavanim spor Vv prostiedi nebo
ve stfevech pacientli. Onemocnéni maji t€z8i pribéh, castéji se pfidaji 1 komplikace.
Velky vliv na prubéh relapst ma i zdravotni stav pacienta, ktery je po primoinfekci

vycerpan.
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1.3.4 Faktory disponujici k vzniku klostridiové kolitidy

Benes a kolektiv (2014b, s. 58) uvadgji faktory disponujici k vzniku klostridiové
kolitidy (C. difficile)

Disponujici faktor Typické ptiklady

stievni

dysmikrobie antibioticka lé¢ba (zejména aminopeniciliny vetné
kombinovanych piipravki obsahujicich inhibitory beta-
laktamaz,

cefalosporiny 2. a 3. generace, klindamycin a ciprofloxacin)
porucha slizni¢ni nedostate¢na tvorba slizni¢nich IgA, karence bilkovin,

imunity v GIT maligni tumory, 1é¢ba cytostatiky, idiopaticka zanétliva
onemocnéni stieva (ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba)
imobilita stieva stavy po operaci v bfi$ni dutin€, podavani 1ékt

tlumicich peristaltiku, gravidita
celkova imobilita | dlouhodoby pobyt na lizku, operace v celkové narkoze,
revmatické a nervové choroby omezujici hybnost

hospitalizace zejména pobyt na JIP, riziko infekce je vyssi na oddélenich,
kde se jiz klostridiova kolitida v minulosti vyskytla
vyssi veék incidence a zavaznost nemoci podstatné

narusta od véku > 65 let

Také léky tlumici Zalude¢ni aciditu mohou pfispét ke vzniku CDI (Husa, Benes a
Ny¢, 2013, s. 202).

Arumilli, Koneru a Fayyaz popisuji vzacny ptiklad rychlého rozvoje CDI u
pacienta z komunity piijatého na operaci totalni nahrady kolenniho kloubu. U pacienta
se do 24 hodin po operaci dostavila teplota 38,1 °C, ktera druhy poopera¢ni den vzrostla
na 39,2 °C. Jelikoz Iékati prikladali zhorSujici se zdravotni stav pfedchazejici operaci,
pacientliiv stav se dale zhorSoval. Pacient nemél Zadny z bézné hlaSenych rizikovych
faktorti pro rozvoj CDI. Pivodné se ptedpokladalo, ze zdroj sepse pochazi z kloubni
nahrady, coz vedlo ke stanoveni $patné diagnoézy a opozdéni v nasazeni spravné 1éCby.

Az po prokazani Clostridium difficile ve stolici byla nasazena 1é¢ba metronidazolem.
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Pacient na 1écbu nereagoval. Bylo zjisténo, ze §lo o hypervirulentni kmen ribotyp 027

zpusobujici toxicky megakolon (Arumilli, Koneru a Fayyaz, 2010).

1.4 Vyskyt CDI

1.4.1 Hlaseni vyskytu CDI

Hlaseni vyskytu CDI: ,Klostridiova kolitida neni zahrnuta ve vyctu povinné
vykazovanych infekci, které jmenuje VyhlaSka ¢&. 473/2008 Sb. o systému
epidemiologické bd¢losti pro vybrané infekce. Nicméné v souladu se znénim § 62
Zakona 258/2000 Sb. o ochran¢ vetejného zdravi jsou poskytovatelé 1écebné péce
povinni jeji vyskyt hlésit pfisluSnym epidemiologickym odd€lenim Krajské hygienické

stanice (KHS)* (Benes et al., 2014b, s. 66).

1.4.2 Polet hlasenych p¥ipadi CDI v Ceské republice

V Ceské republice je patrny narist poétu hlagenych piipadi CDI. V roce 2008 bylo
hlaseno 303 ptipadi CDI, v roce 2009 jiz 473, v roce 2010 bylo hlaseno 761, v roce
2011 bylo hlaseno 1 552, v roce 2012 bylo hlaseno 2 241, v roce 2013 bylo hlaseno
3045 a v roce 2014 bylo hlaseno 4 097 onemocnéni (Pokorna, 2015).

Podet ptipadi od roku 2008 do roku 2014 v Ceské republice znazoriiuje graf ¢. 1.
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Graf 1: Polet hlasenych piipadi CDI v Ceské republice od roku 2008 do roku
2014,

Pocet hlasenych pripadt CDI v CR
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Dle Mezinarodni klasifikace nemoci patii klostridiové kolitidé kodové oznaceni
A04.7.

Kolitida, ktera je zpusobena bakterii Clostridium difficile, je onemocnéni se stale
narUstajici incidenci. Podet hlagenych piipadi v CR v roce 2014 byl 4 097, po&et Gimrti
na tuto diagn6zu neni centralné evidovan (Benes, 2015).

Podobné je tomu i ve FN Brno. Béhem let 2007-2010 byl na KICH FN Brno
zaznamenan vyrazny vzestup poctu onemocnéni CDI. V letech 2007-2010 bylo na
KICH hospitalizovanych 284 pacientli s CDI laboratorné prokdzanou na OKM FN Brno
(Vojtilova et al., 2011, s. 208-213).

Ny¢ na seminafi Klostridiovy den 2015 uvedl, ze CDI patii mezi 8 nejcastéjSich
infekci spojenych se zdravotni péci v Evropské unii, v USA dokonce patii na prvni
misto. V Evropské unii je ptiblizné 175 000 piipadi za rok a timrti na tuto infekci
kolem 3 000. Naklady na 1é¢bu a péci presahuji 3 miliardy euro ro¢né. Jako hlavni

pri¢iny uvedl vyskyt hypervirulentnich ribotypi, Casto zbyte¢né pouzivani antibiotik,
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nariist vnimavé populace, tedy vyssiho véku pacientt, pfidruzené nemoci, imunosuprese

(Ny&, 2015).

1.5 Antibiotika

1.5.1 Charakteristika antimikrobialnich latek

Antimikrobialni latky, n€kdy nazyvany antiinfektiva jsou 1é¢iva vyuzivana
k profylaxi a k terapii infekénich onemocnéni. Mezi antimikrobni latky zahrnujeme
antibakterialni, antivirové, antiprotozoalni latky a antimykotika. Antibiotika jsou
mikrobidlniho plivodu. Pokud jsou pfipraveny pouze chemicky, oznacuji se
chemoterapeutika. Hlavnim pozadavkem na antibiotikum je, ze nesmi poskozovat
eukaryotni bunky, proto ne vSechny latky s antimikrobidlnim U¢inkem mohou byt
pouzity jako 1ék. Uginek na eukaryotni buiiky musi byt zanedbatelny, a proto musi
antibiotikum splitovat pozadavek selektivni toxicity. U&inkovat musi v nizkych
koncentracich a Gi¢innych hladin dosahovat brzy.

Pokud antibiotika pouze brani mnozeni a ristu bakterii, je Gc¢inek bakteriostaticky.
Zde je dulezit¢ dodrzet dobu podavani antibiotik, protoze pokud se antibiotika vysadi
predcasné, mikroby se mohou opét zacit mnozit.

Pokud antibiotikum dokaZe usmrtit bakterie, je ucinek baktericidni. Tyto léky
ucinkuji rychle, a proto se jim u zédvaznych infekci nebo u imunodeficientniho pacienta

dava prednost.

1.5.2 NezZadouci ucinky antibiotik

Antibiotika mohou mit nezddouci G¢inky, mezi né patii toxické Ucinky, zvlasté

pokud nejsou snizeny davky u pacientli s onemocnénim ledvin ¢i jater. Mezi dalsi
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nezadouci ucinky patii alergické reakce. Velice Casté jsou alergické reakce po podéani
penicilini nebo cefalosporini. Zvlasté nebezpecné je injekéni podani penicilinu, které u
alergickych osob muze vyustit v anafylakticky Sok. Antibiotikum miize mit nezadouci
biologické ucinky. Pokud antibiotikum zredukuje nebo vyhubi béznou mikrofléru, mize
u hospitalizovanych pacienti dojit k pfemnozeni potencialné patogennich kment z jeho
vlastni mikrofléry nebo je kolonizovan nemocni¢nimi kmeny. Napiiklad po podavani
linkomycinu mize dojit kpifemnozeni Clostridium difficile a krozvoji

pseudomembrandzni kolitidy.

1.5.3MICaMBC

Votava charakterizuje MIC a MBC: “Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) je
nejnizsi koncentrace dané latky, ktera zastavi rast pifisluSného mikroba. Minimalni
24 hodin usmrti 99,9 % ptvodni populace mikrobd* (Votava et al., 2010, s. 111). Pfi
podavani antibiotik je pro dosazeni ucinného klinického efektu nutné podat takové

davky antibiotika, aby se dosahla vyssi hladina nez MIC.

1.5.4 Diskova diluéni metoda

Citlivost k antibiotikim muZeme orienta¢né stanovit in vitro. K tomuto ucelu se
velmi ¢asto pouziva Mueller-Hinton agar, na ktery se naockuje vySetiovana bakterialni
kolonie. Na naockovanou plotnu se polozi antibiotické disky. Mueller-Hinton agar se
inkubuje v termostatu. Antibiotikum difunduje a bakterie naroste pouze v mist¢, kde
neni antibiotikum v inhibi¢ni koncentraci. Pokud antibiotikum bakterii inhibuje, pak se
v okoli disku vytvoii inhibi¢ni zona. Zméii se prumér inhibi¢ni zony, ktery je zavisly na

citlivosti testovaného mikroba.
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1.5.5 Biologické referen¢ni rozmezi

Break pointy jsou mezni hodnoty citlivosti mikroorganismu na antibiotika (Prasa et
al., 2012, s. C6.11/3).

Break pointy pro jednotlivé antibiotika a mikroorganismy se fidi dle EUCAST QC
tabulky aktualni verze. Tabulky break pointu EUCAST v aktualnim znéni lze nalézt na
www.eucast.org. Tyto jsou zaneseny do LISu, ktery je automaticky prevadi. Klinicka
kategorizace (rezistentni, intermedidlni, citlivy) se miize odliSovat v rozmezi maximalné
jednoho milimetru, coz odpovida bé&zné hranici chyby v laboratofi. Citlivost
Kk antibiotikiim in vitro a in vivo se muze li§it. Rozhodnuti pouzit antibiotikum proti
testovanému mikrobu pro terapii je zodpovédnosti klinického pracovnika, ktery zvazi

dalsi faktory, které mohou ovlivnit in vivo aktivitu antibiotika (SOPV — MIKRO- 009).

1.5.6 Rezistence k antimikrobialnim latkam

Velkym problémem se stava rezistence mikrobu k antimikrobidlnim latkam, hlavné
ziskana rezistence. U ftady mikrobli je znama pfirozend rezistence k nékterym
antimikrobidlnim latkdm. VEtSi problém ovSem prestavuje sekundarni, tedy ziskana
rezistence, kdy antimikrobialni latky dfive uc¢inné na dany kmen, jsou nyni neucinné.
Mikrob se muze stat rezistentnim jednak v duisledku mutace, a jednak pokud dojde
K pfenosu genu pro rezistenci pomoci transpozonu nebo plazmidu. Napiiklad velkym
problémem se stava rezistence k beta-laktamovym antibiotikim, mezi néz patii
naptiklad hojné€ uZivany penicilin. Antibiotikum v tomto ptipadé¢ muizZe potlacit citlivé
mikroby a rezistentni kmen se piemnozi (Votava, 2005).

Mezi mechanismy rezistence patii zména cilové molekuly antibiotika, pokud je
cilovd skupina antibiotika zménéna, antibiotikum se na ni nedokdze navazat a je
neucinné. Nebo muize dochazet k hor§imu priniku antibiotika do bunky ¢i schopnosti
bakterialni bunky antibiotikum rychle vypumpovat z buiky. Dalsi obranou mikrobt

proti antibiotikiim je vyuzivani enzymu, které antibiotikum inaktivuji (Votava, 2005).
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Mezi nejcastéjsi chyby v antibiotické 1€cbé patii napiiklad naduzivani antibiotik,
podéavani antibiotika u neinfekéniho onemocnéni, u béznych respiracnich onemocnéni,
odbér materialu na mikrobiologické vySetfeni az po podani antibiotika, predasna
zména antibiotika, nesprdvna vymeéna antibiotika, nizkd dévka antibiotika, které pak
nemuze dosdhnout pozadované koncentrace, podobné¢ je to i u nepiihlédnuti
k farmakokinetice, kdy se 1ék nemusi dostat do mista infekce, dale nedodrZzeni spravné
délky doby uzivani antibiotika, podavani Sirokospektrych antibiotik u infekci, kde by
postacilo antibiotikum s uz§im spektrem ucinku, u nespravné interpretace nalezu vice
druhii mikrobti, pouzivani kombinace antibiotik, kde by mohlo byt podano pouze jedno.
Dalsi chybou je pouzivani injek¢ni formy, misto formy peroralni nebo naopak jen forma
lokalni, kde mélo byt antibiotikum davkovano celkové€, neptihlédnuti ke zménénym
ledvinovym ¢i jaternim funkcim, neznalost primdrni rezistence nékterych mikrobidlnich
druhtt vG¢i nékterym antimikrobidlnim latkhm a také nedostateCny pocet

mikrobiologickych vySetieni (Votava et al., 2010, s. 116).

1.5.7 Rozdéleni antimikrobialnich latek

Antimikrobidlni latky se déli na antivirotika, antimykotika, antibakteridlni a
antiparazitalni latky.

Antibakterialni latky muzeme rozdélit do skupin podle mista ucinku. Mohou
potlacovat syntézu bunécné stény, syntézu nukleovych kyselin, syntézu bilkovin, funkci
bunééné membrany atd. Spektrum G€inku miiZeme rozdélit na uzké spektrum, sttedné
Siroké spektrum a Siroké spektrum (Bednaf et al., 1996, s. 162).

Jednu velkou skupinu tvofi inhibitory syntézy bakteridlni stény. Jejich nesmirnou
vyhodou je, Ze primarnim cilovym mistem je bakteridlni sténa, tvorba peptidoglykanové
vrstvy, kterou u Zivoc¢iSnych bun€k nenajdeme. Tato 1éCiva dokdzi inhibovat mikroba
nebo ho usmrtit, bez poskozeni makroorganismu (Greenwood, Slack a Peutherer, 1999).

Do této skupiny patii beta-laktamy, mezi které se ftadi napt. peniciliny,

cefalosporiny, karbapenemy a manobactamy. Mezi peniciliny se ftadi pfirozené
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peniciliny, peniciliny rezistentni k B-laktamdzam, aminopeniciliny a peniciliny
pseudomonadové. Mezi ostatni inhibitory syntézy bunécné stény patii vankomycin a
teikoplanin. Cefalosporiny zahrnuji cefalosporiny 1., 2., 3. a 4. generace, které maji
specifické spektrum G¢innosti rizné Sife (Bednaf et al., 1996, s. 163-164).

Jednim znezaddoucich ucinkll cefalosporint je akutni kolitida zpasobena
enterotoxinem piemnozeného Clostridium difficile (Cerny et al., 2008, s. 38).

Dalsi velkou skupinou jsou inhibitory syntézy bilkovin. Mistem syntézy bilkovin
v prokaryotni i eukaryotni bufice jsou ribozomy (Klaban, 2005, s. 112). Bakterialni
ribozomy se od ribozomt eukaryotnich bun¢k vyrazné lisi, z tohoto diivodu je mozné
selektivné plsobit na syntézu bilkovin. Do této skupiny spadaji tetracykliny,
chloramfenikol, aminoglykosidy, makrolidy, linkosamidy a kyselina fusidova.

Mezi inhibitory syntézy nukleovych kyselin patii sulfonamidy, diaminopyrimidiny,
chinolony, nitroimidazoly, nitrofurany, novobiocin, rifamyciny (Greenwood, Slack a
Peutherer, 1999).

1.6 Antibioticka l1é¢ba CDI

Po stanoveni diagnozy se 1écba zahajuje co nejdiive, n€kdy jiz na zakladé
klinického podezfeni jesté¢ ptred laboratornim potvrzenim diagnodzy, aby se piedeSlo
ptipadnym komplikacim (Anon, 2012, s. 37-40). Dilezité je vysadit, pokud je to mozné,
antibiotikum, které¢ vedlo ke vzniku klostridiové kolitidy.

Lékem volby je vankomycin nebo metronidazol a samoziejmé preruSeni dosavadni
antibiotické 1é€by. Metronidazol patii do skupiny nitroimidazolt, které se vyznacuji
velmi dobrou aktivitou na obligatné anaerobni bakterie. Uinkuje na grampozitivni a
gramnegativni anaerobni bakterie v¢etné Clostridium difficile (Jindrak et al., 2014,
s. 149-150).

Vankomycin patii mezi glykopeptidy, coz jsou pfirozend, baktericidni antibiotika,
kterd inhibuji syntézu stén G+ bakterii. Vankomycin dobie pronika do télnich tekutin

(Cerny et al., 2008, s. 38). Mezi priority klinického pouZiti vankomycinu Jindrak uvadi
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tézkou a komplikovanou kolitidu zptisobenou Clostridium difficile, v tomto ptipadé je
nutna peroralni aplikace (Jindrak et al., 2014, s. 137).

Podle Charvata (2013, s. 8-9) ale pfibyva netspéSnych piipadi pii pouziti
standardniho 1écebného postupu, pii kterém je poddvana kombinace antibiotik
vankomycinu peroralné a metronidazolu nitroziln¢. Také stoupa pocet piipadi
rekurence infekce po zaléCeni jeji prvni ataky uvedenym zpusobem. Charvat doporucuje
hledat jiné postupy 1é¢eni téZkych kolitid vyvolanych bakterii Clostridium difficile.

Charvat (2013, s. 8-9) uvadi pfipadovou studii, ve které K uspé$nému vyléceni
pacientky s tézkou formou recidivujici kolitidy vyvolanou bakterii Clostridium difficile
pouzil Sirokospektré antibiotikum tigecyklin, které podaval nitrozilné v kombinaci
S peroraln¢ podavanym vankomycinem.

Tigecyklin patii do skupiny glycylcyklinti. Chemickou strukturou navazuji na
tetracykliny. Tigecyklin je vyuzivan v 1écbé polymikrobialnich infekei s Gicasti anaerobti
a multirezistentnich mikroorganismu. V klinické praxi se spiSe pouziva jako alternativa
jinych antibiotik pokud nejsou jiné moznosti volby antibiotik (Jindrak et al., 2014,
s. 147).

Kritova a Ny¢ informovali o novinkach v terapii infekci vyvolanych bakterii
Clostridium difficile. Pro nezavazné formy CDI ziistal 1ékem volby metronidazol, ale
pro 1écbu tézkych a rekurentni forem je indikovéan fidaxomicin (Kratovéa a Ny¢, 2014,
S. 224-226).

Jindrak také piSe o fidaxomicinu a potvrzuje, ze fidaxomicin patii mezi nova
antibiotika se selektivnim u¢inkem na Clostridium difficile. Je vyuZivan na 1écbu
zavaznych, recidivujicich forem této infekce. Jeho hlavni vyhodou je redukce recidiv
onemocnéni (Jindrak et al., 2014, s. 149-150).

Mezi dalsi terapeutické moznosti patii pouziti teikoplaninu, coz je antibiotikum
pfibuzné vankomycinu a taky rifaximin, ktery ma Siroké spektrum ucinku zahrnujici 1
C. difficile. Teikoplanin patii mezi glykopeptidové antibiotikum témét shodného spektra
s vankomycinem, ale niz8i nefrotoxicitou. Diky dlouhému biologickému polo¢asu miize

byt davkovan jednou denn¢ (Jindrak et al., 2014, s. 138).
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1.7 Fekalni bakterioterapie

1.7.1 Princip fekalni bakterioterapie

Oficialné doporuc¢enou metodou, optimalni pro 1é€bu viceCetnych rekurenci je
fekalni transplantace s vysokym procentem UspéSnosti, kterym predCi stavajici
antibiotické rezimy. Pfi této terapii je homogenizovana stolice zdravého darce podéna
jednorazoveé nasojejunalni sondou (Kritova a Ny¢, 2014, s. 224-226).

Kohout a Vejmelka (2014, s. 729) uvadgji, ze touto metodou lze v gastroenterologii
uspésné vylécit pacienty s rekurentni klostridiovou kolitidou.

Polivkova (2015) na seminafi Klostridiovy den 2015 konstatovala, Ze riziko
rekurenci CDI po 1é¢bé fekalni bakterioterapii je 5-10 % oproti antibiotické 1é¢bé, kde
je riziko rekurence 60-70 %.

V casopise interni medicina pro praxi Polak, Husa a Freibergerova (2014, s. 243)
pisi o fekalni bakterioterapii: ,,Tato metoda vyuziva poznatku, Ze stolice ¢loveka je az
z 95 % své hmotnosti tvofena rezidentni interstinalni mikroflorou. Ta nejlepsi komeréné
vyrabénd probiotika obsahuji fadov€ desitky Zivych mikroorganizmi, coz ptedstavuje
znaény nepomér oproti fyziologické sttevni mikroflofe zastoupené 700-1000 rliznych
druhil. Dle ptevazujicich bakterialnich Celedi 1ze molekularné-genetickymi metodami
rozliit 4 enterotypy, v soucasnosti zatim bez klinického vyuziti. Zakladni indikaci pro
fekalni bakterioterapii je prvni a dalsi recidiva klostridiové kolitidy navzdory pfedchozi

adekvatni antibiotické 1é€b&. Samotna metoda je technicky velmi jednoducha.*

1.7.2 Postup provedeni fekalni bakterioterapie

vvvvvv

S planovanym vykonem, poucit ho nejen o prospéchu 1€¢by, ale i o0 moznych rizicich.
Poucit darce stolice a od pacienta 1 darce si vyzadat pisemny souhlas. Nasleduje

celkové vySetfeni darce, aby se co nejvice eliminovala moZnost pfenosu jakékoliv
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infekce. Provadi se parazitologické vySetieni stolice, bézné kultivacni vySetfeni stolice,
dale vysetieni na vylouceni klostridiového antigenu a toxini. Provadi se vySetfeni krve
k vylou€eni hepatitid, HIV, rozbor krevniho obrazu, koagula¢nich parametrti a néktera
biochemicka vysSetfeni séra a moci. Vecer pied provedenim fekalni bakterioterapie se
ukoncuje terapie antibiotiky. Pfed transplantaci se podavaji inhibitory protonové pumpy
kvuli snizeni gastrické sekrece a kalciové kapsle s kodeinem Kk deceleraci stfevni
peristaltiky. Transplantat je homogenizovan a pienesen pomoci endoskopu. Po
transplantaci se sleduje Cetnost stolic pacienta (Vejmelka et al., 2014, s. 195-200).

Polivkova (2015) na seminafi Klostridiovy den 2015 informovala o vybéru darct
stolice. Dle jejich zkuSenosti jsou nejlepSimi déarci osoby, které jsou exponovany
stejnému mikrobidlnimu prostfedi jako pacient. Tedy nejlepSimi dérci jsou piibuzni ¢i
nepiibuzni Zijici ve spole¢né domécnosti.

Moznosti aplikace homogenizatu jsou nazojejunalni sondou, kolonoskopicky nebo
vysokym rektalnim nalevem (Polak, Husa a Freibergerova, 2014, s. 241-243).

Neni rozdil ve vysledku 1écby v cesté aplikace homogenizatu, dilezité je mnozstvi
homogenizatu, které musi byt nad 50 g (Kohout, 2015).

Mozn¢ komplikace: ,,Pfi aplikaci nazojejunalni sondou neni vylouceno tzv.
prertstani mikroorganizmt v kranidlnich etdzich tenkého stfeva (tzv. SIBO — fenomén —
Small Intestine Bacterial Overgrowth). Klinicky se SIBO miZe projevit nechutenstvim,
kieCemi v bfiSe a zmeénou defekaénich navyki (napft. sttidanim zacpy a priijmu). Dosud
neni objasnéno, do jaké miry mize SIBO-fenomén ovlivnit dlouhodobou prognézu a
kvalitu Zivota pacienta® (Polak, Husa a Freibergerova, 2014, s. 243).

Mezi rizika fekalni bakterioterapie patii pienos infekéniho agens a u
imunokompromitovanych pacienti zvysené riziko infekénich komplikaci jako i mozné
zhorSeni jinych chronickych stfevnich onemocnéni.

Pokud je pacient bez potizi, nasleduje kontrola po fekalni transplantaci
po 2 -3 mésicich v ambulanci a stala kontrola telefonicky (Kohout, 2015).

V casopise Klinickd mikrobiologie a infekéni 1ékatstvi pisi Polak, Freibergerova a
Jurankovda o prvni zkuSenosti s fekalni bakterioterapii v 1écbé relabujici

pseudomembrandzni kolitidy zptsobené Clostridium difficile. Vysledky jsou velmi
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pozitivni. Fekalni bakterioterapii bylo vyléceno 77,8 % pacientti v souboru. Komplikace
ani umrti nebyly zaznamenany. Terapii hodnoti jako jednoduchou, bezpecnou, levnou

s moznosti opakované aplikace (Polak, Freibergerova a Jurankova, 2011, s. 218).

1.8 Bariérova opatreni

Jelikoz klostridiové infekce patii mezi infekce spojené se zdravotni péci, jsou velmi
dalezitd epidemiologickd opatieni, kterd minimalizuji Sifeni ndkazy. Mezi né patii
hlaseni vyskytu Clostridium difficile s pfitomnosti toxinl, dale izolovat pacienta a
poskytnout mu vlastni socialni zafizeni.

Jelikoz je nakazlivost u této nemoci spojena s pritomnosti prijmi rozhoduji o délce
izolace klinicka hlediska (Husa, Benes a Ny¢, 2013, s. 202).

Dle Sramkové (2013, s. 41) je dulezité vyhledavat kontakty a stolice odebirat u
dospélych a déti nad 2 roky jen v piipad¢ klinickych ptiznaki.

Izolace muze byt ukoncena za 3 dny po skonéeni prijmové stolice. Na negativni
vysledek stolice se neceka, jelikoZ pozitivita je dlouhodoba. Pied izolaénim pokojem
musi byt pfipraveny cCisté empiry na pievleceni, samoziejmosti jsou jednordzové
rukavice a dezinfek¢ni prostfedky na dezinfekci rukou pro osoby vstupujici do pokoje.
Velmi dilezité je dodrzovat hygienu a dezinfekci rukou, na které nesmi byt pouzivany
alkoholové preparaty, dodrZovat bariérovy zplsob oSetfovéani, tim se rozumi prace
Vv rukavicich, nastroje po pouziti dekontaminovat, Cistit a sterilizovat. V izolacnim
pokoji zvysit Cetnosti uklidu socialniho zafizeni, individualizovat tiklidové pomicky a
pouzivat sporicidni dezinfekéni prostiedky dle dezinfekéniho fadu nemocnice. Také
dekontaminovat podlozni misy a bazanty a opét pouzivat dezinfekéni prostiedky se
sporicidnim t¢inkem. Likvidovat odpad a provadét sbér pouzitého pradla do infekénich
pytld, které jsou uvnitt izolaéniho pokoje (Sramkova et al., 2013, s. 41).

Benesova (2015) mluvila na seminafi Klostridiovy den 2015 z hlediska
epidemiologa o nebezpeci rozsiteni CDI. Upozoriovala na riziko snadného pienosu,

kdy staci nizka infekéni davka, 10-100 spor, které navic perzistuji v prostiedi az 40
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dnt. Apelovala na dodrzovani bariérovych opatieni, protoze 30-60 % prostoru kolem

pacienta s klinickymi projevy CDI je kontaminovano sporami Clostridium difficile.

1.9 Moznosti diagnostiky CDI

Clostridium difficile se prokazuje ve stolici, vySetieni je uréeno pro pacienty
S podezienim na CDI, neni uréeno pro pacienty s formovanou stolici a bez klinickych
priznakt a také se bézn¢ neprovadi u déti do dvou let.

Dle Benese (Benes et al., 2014a): ,,Zakladni postup spociva ve vysetfeni stolice na
pritomnost klostridiové glutamatdehydrogenazy a soucasné i na piitomnost toxini A a
B“. Prukaz GDH se povazuje za vhodny test k vyfazeni Clostridium difficile
negativnich vzorkd. Provadi se imunochemickou metodou. Dale Bene§ a kolektiv
uvadéji (2014a): ,Je-li pruikaz GDH pozitivni a test na pfitomnost toxini vychazi
negativni, povaZzuje se onemocnéni za suspektni CDI. Pro potvrzeni klostridiové
etiologie se provadi konfirma¢ni vysSetieni — kultivace stolice cilena na klostridia nebo
PCR. Dalsi alternativu pfedstavuje koloskopické vySetieni.“ Kultivace stolice by se
meéla provadét u vSech nemocnych, u kterych prikaz GDH a toxind nepfinesl jasny
vysledek. Rovnéz se da vyuzit k testovani citlivosti k antibiotikim.

Za zlaty standard je povazovan priikaz cytotoxicity na tkanovych kulturach a
neutraliza¢ni test. VySetfeni je narocné na laboratorni vybaveni a provadi se ve
specializovanych a referen¢nich pracovistich (Benes et al., 2014a).

Zkusenosti s laboratorni diagnostikou Clostridium difficile byly uvedené ve studii
provadéné v Pardubické krajské nemocnici, kde si pro rutinni diagnostiku CDI nastavili
diagnosticky algoritmus. Vzorky stolice primarné testuji pomoci soupravy D-EIA. Za
definitivné negativni povazuji vysledek GDH negativni, toxin A/B negativni. Vysledky
GDH pozitivni, toxin A/B pozitivni povazuji za pozitivni prikaz toxigenniho kmene
Clostridium difficile a v tomto ptipad¢ informuji oSetfujici 1ékare o nutnosti lécby a

izolaci pacienta. V piipadé vysledku GDH pozitivni, toxin A/B negativni provadéji po
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domluvé s oSetfujicim Iékafem vySetieni pomoci PCR k prikazu pfitomnosti
toxigenniho kmene ve stolici (Barekova, Zalabska a Hanovcova, 2013, s. 91-95).

Ke kultivaci Clostridium difficile 1ze pouzit médium pro izolaci napi. firmy Oxoid
snazvem Clostridium Difficile Selective Brazier's Medium. Na této pudé roste
Clostridium difficile v neprihlednych Sedobilych koloniich o velikosti 2-5 mm
s viditelnou zelenozlutou fluorescenci pod UV svétlem (Oxoid, 2014).

Ny¢ (2015) na seminafi Klostridiovy den 2015 kladl duraz na rozliSovani
toxigennich a netoxigennich kment v diagnostice. Jako konfirmaéni metodu nelze
pouzit kultivaci cilenou na Clostridium difficile, pokud nebude nasledovat prukaz
toxinl. Dale doporucil davat prednost vySetfeni ¢erstvé stolice pied mrazenou, z diivodu
ztraty aktivity toxind. Pokud musi byt stolice zmrazena, méla by byt zmrazena az na

—70 °C.

1.10 Ribotypizace

Vysetteni PCR metodou slouzi k prikazu genu kddujiciho syntézu toxinu B a
pfipadné i toxinu A, ale pouziva se vétSinou jako konfirmacni metoda.

Malinova (2012, s. 29) ve své praci vysvétluje ribotypizaci: ,,V chromozomalni
DNA jednotlivych kment C. difficile je pfitomen rizny pocet operonit kodujicich
ribozomalni rRNA. V kazdém operonu se nachdzi vysoce konzervované geny kodujici
16S a 23S podjednotky rRNA, které jsou oddéleny rtuzné¢ dlouhym sekvencné
variabilnim tsekem, tzv. mezernikem (ISR-intergenic spacer region). Ribotypizace je
metoda zaloZena na rozdilech v poc¢tu a délkach téchto ISR, popiipad€é na variabilité
jejich sekvence.*

Ribotypizace je zaloZzena na srovnavani fragmenti gent pro rRNA a je vyuzivana
K typizaci bakterii. Podle Kritové a Polivkové (2015) patii ribotypizace mezi
nejrozsirenéjsi molekularni metody pouzivané K typizaci izolata Clostridium difficile
v Evropé. Pti ribotypizaci Clostridium difficile se provadi amplifikace oblasti mezi geny

pro 16S a 23S rDNA (Intergenic Spacer Region). Rozdil mezi jednotlivymi ribotypy je
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V poctu alel téchto gend, ale také v délkach usekd mezi témito alelami. ,,Kazdy ribotyp
tedy tvofi specificky elektroforeticky profil, podle kterého miize byt identifikovan*
(Kratova a Polivkova, 2015).

V ¢lanku, ktery prezentoval vysledky evropského projektu EUCLID, bylo zminéno:
“V souvislosti s diverzitou ribotypti bylo prezentovano, 7e¢ 35 % kment z Ceské
republiky piisluselo k ribotypu 176, coz je, kromé Italie, kde dominuji dva ribotypy
(21,7 % ribotyp 018 a 17,1 % ribotyp 356), vramci aktudlniho stavu v Evropé
vyjimecny stav* (Kritova a Ny¢, 2014, s. 225).

O nebezpecnych ribotypech informovala zprava Kritové a Polivkové (2015), v
které se mimo jiné zminovaly i o epidemiich klostridiovych stievnich infekci
vyvolanych hypervirulentnim ribotypem 027 v Severni Americe v letech 2002—
2003. Tento ribotyp je charakterizovan extrémné vysokou produkci toxini A i B a
snadnym S§ifenim v nemocni¢nim prostiedi diky znac¢né tvorb&é spor. Pozdgji byly
popsany dalsi epidemické ribotypy Clostridium difficile, mezi nimi i ribotyp 176, ktery
je nékdy oznacovan jako ribotyp 027-like. Ribotyp 176 je ribotypu 027 velmi podobny
svymi molekularné genetickymi charakteristikami a také biologickymi vlastnostmi.

V roce 2013 byla provedena analyza 624 kmenu Clostridium difficile, zaslanych
z 11 nemocnic v Ceské republice. Ukazalo se, Zze 40 % izolatd patiilo k ribotypu 176
(Krutova et al., 2014).

Na seminafi Klostridiovy den 2015 Kratova (2015) informovala o vysledcich za
rok 2014. Za tento rok jim bylo zaslano 751 izolatd ze 13 nemocnic v Ceské republice.
Nejvice ribotypi piisluselo k ribotypu 001 a 176. Ribotypy 001 a 176 jsou epidemické
ribotypy, které vice kolonizuji pacienty, klonaln€ se §ifi, spory dlouho pfetrvavaji v
prostredi a nékdy mohou pacienta kolonizovat dozivotné.

Vojtilova piSe o ribotypizaci izolati Clostridium difficile ze stolice u 4 pacientt
hospitalizovanych na Klinice infekénich chorob v Brn¢ v letech 2007-2010. Tyto
izolaty byly uréeny jako ribotyp 176 (Vojtilova et al., 2011, s. 208).

V zafi roku 2007 byl zaznamenan nartust CDI v nemocnici v Trier v Némecku.
Setfenim bylo zjisténo, Ze se jednalo o hypervirulentni ribotyp 027. Zemfelo 9 lidi

(Jansen et al., 2010, s. 1120-1125)
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2 Hypotézy a metodika vyzkumu

2.1 Cil prace

Prvnim cilem mé prace bylo posoudit, jestli metoda ¢i metody pouzivané
k laboratorni diagnostice CDI v Nemocnici Pisek, a.s. jsou dostate¢né nebo by se méla
zavést dal$i metoda. Pro porovnani jsem si vybrala doporuceni, kterd jsou ptistupna
z adresy na internetu www.infekce.cz a garantuje je Spolecnost infekéniho 1ékarstvi
CLS JEP, Spolegnost pro epidemiologii a mikrobiologii CSL JEP a Spoleénost pro
1ékai'skou mikrobiologii CLS JEP (Benes et al., 2014a).

Dale jsem sledovala, jestli je pfi pfijmu materialu fadné zkontrolovana zadanka a
zkumavka s materialem, zkontrolovano jméno, ptijmeni, rodné ¢islo a zasilany material.
Na zddance musi byt uvedeno pozadované vysetieni, zdravotni pojiStovna pacienta,
diagnoéza, kdo vysetieni pozaduje, v kolik hodin byl vzorek odebran, datum, razitko a
podpis I¢kate. VSechny tyto tdaje kontroluje laborantka.

Vmé praci  kvalitativni  metodou  prokazuji  pfitomnost  klostridiové
glutamatdehydrogenazy a pfitomnost toxinu A a B. Cilem préace bylo mimo jiné si fadné
vyzkouset imunochromatografickou metodu v praxi, kontrolovat spravny laboratorni
postup a validnost vzorktl, aby se ptfedeslo neplatnosti vysledkdl napf. nedostate¢nym
objemem vzorku, pouzitim proexpirovanych seti apod.

Vysledky jsem vyuzila k statistickému zpracovani a stanovila si hypotézy. Ziskana
data jsem spocetla pomoci Chi kvadrat testu, abych zjistila, jaka byla dosaZena hladina

vyznamnosti.

2.2 Hypotézy

Hypotéza 1: Metody zachytu Clostridium difficile a jeho toxini pouzivané

v Nemocnici Pisek, a. S. jsou pravdépodobné dostacujici na rutinni okresni laboratof.
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Hypotéza 2: Domnivam se, Ze v roce 2014 se zvysil zachyt Clostridium difficile a
jeho toxint V Nemocnici Pisek, a.s. oproti roku 2013.

Hypotéza 3: Domnivam se, Ze pacienti > 65 let jsou vnimavéjsi k CDI nez pacienti
pod 65 let.

Dale mé zajimalo zastoupeni pohlavi v mém souboru v roce 2013 a 2014.

Do souboru byly zatazeny vzorky stolic s pozadavkem na vySetieni toxina
Clostridium difficile, které byly dodany na Oddéleni klinické mikrobiologie
v Nemocnici Pisek, a.s. v obdobi 1. 1. 2014 — 31. 12. 2014. K porovnani jsem pouZzila
vysledky testii ziskané z LIS Nemocnice Pisek, a.s. za obdobi 1. 1. 2013-31. 12. 2013.

2.3 Imunochromatograficky test

2.3.1 Princip imunochromatografického testu

Souprava CoproStrip™ Cl. difficile GDH + Tox A + Tox B je rychly
imunochromatograficky test simultanné detekujici glutamatdehydrogendzu, toxin A a
toxin B ze vzorku lidské stolice. Souprava slozi jako pomtcka v diagnostice infekce
Clostridium difficile.

Membrana testu A je potaZena monoklonalnimi protilatkami proti antigenu GDH,
membrana testu B je potaZzena monoklonalnimi protilatkami proti toxinu A a membrana
testu C je potazena monoklonélni protilatkami toxinu B.

Béhem testovani reaguje vzorek s ¢ervené znacenymi protilatkami anti-GDH, anti-
toxin A a anti-toxin B, navazanymi na ¢asticich. Smés vzlina kapilarnimi silami po
membrané a reaguje s protildtkami za vzniku barevného prouzku v testovaci zoné.
Ptitomnost cervenych prouzki v jednotlivych testovacich zénach vypovida o pozitivnim
vysledku pfislusného antigenu, jeho nepfitomnost je dikazem negativniho vysledku.
Proceduralni kontrola, zelené¢ zabarveny prouzek Ve vSech kontrolnich zonach se musi

objevit vzdy, a je diikazem, Ze bylo pouzito vhodné mnozstvi vzorku a test je funk¢ni.
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Soucésti soupravy:

CoproStrip™ CI. difficile GDH + Tox A + Tox B kazetky

Zkumavky pro piipravu vzorku s diluentem a navod k pouziti v ¢eském jazyce.
Pozadovany, ale nedodavany material:

Odbérové zkumavky, rukavice, stopky (Piibalova informace, 2014).

2.3.2 Pracovni postup imunochromatografického testu

Odbér vzorku a ptiprava:

Pouziji se 1-2 g pevné (nebo 1-2 ml tidké) stolice. Vzorek musi byt odebran do
Cisté a suché nadobky bez jakychkoliv transportnich medii nebo roztokd. Vzorek se
skladuje v lednici pii 2-8 °C nejdéle 24 hodin. Pro delsi skladovani se vzorek zamrazuje
pti teploté¢ -20 °C. V pfipad¢ zmrazeni, se vzorek musi pro pouziti zcela rozmrazit pii
laboratorni teploté.

Ptiprava vzorku stolice:

Pomoci vi¢ka zkumavky s kapatkem se odebere cca 125 mg stolice na Spicku
kapatka. V ptipad¢ fidké stolice se natdhne cca 125 pl vzorku do kapatka. Vzorek se
prenese do zkumavky s diluentem a peclivé uzavie. Zkumavka se vzorkem se protiepe
na vortexu 15 sekund.

Pokyny pro pouziti:

Pied vlastnim testovanim se necha testovaci desticka, vzorek a reagencie
vytemperovat na laboratorni teplotu (15-30 °C). VSe se otvira az bezprostfedné pied
pouzitim.

1, Testovaci desticka se pouzije po vyjmuti z hlinikové folie co nejdiive. Nejlepsiho
vysledku se dosahne, pouZije-li se desti¢ka ihned po vyjmuti z folie.

2, Zkumavka se vzorkem se promicha pro lepsi rozpusténi vzorku. Spicka
zkumavky se ulomi.

3, Pro kazdy vzorek se pouzije samostatna kazeta. Do kazdé ze 3 jamek v kazet¢ se

kapnou presné 4 kapky ptipraveného vzorku.
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Pokud vzlinani vzorku brani pevné Castice, jemné se promicha vzorek v jamce
pomoci kapatka nebo cCisté tyCinky. Pokud se stale vzorek nevsakuje, kapne se kapka
diluentu do vzorku v jamce, dokud se vzorek neza¢ne vsakovat. Vysledek se odecita po

10 minutach.

2.3.3 Interpretace vysledki

GDH, toxin A a toxin B negativni. Bez infekce Cl. difficile.

GDH pozitivni. Toxin A a toxin B negativni. Indikace CI. difficile.

GDH a toxin A pozitivni. Toxin B negativni. Indikace infekce CI. difficile. Je
doporucena dalsi analyza vzorku CE/FDA certifikovanym testem.

GDH a toxin B pozitivni. Toxin A negativni. Infekce ClI. difficile. Indikace infekce CI.
difficile.

GDH, toxin A a toxin B pozitivni. Indikace infekce Cl. difficile.

GDH a toxin B negativni. Toxin A pozitivni. Opakuje se test s Cerstvym vzorkem.

Pokud je opét vysledek pozitivni na toxin A a negativni GDH, je doporucena dalsi
analyza vzorku CE/FDA certifikovanym testem.

GDH a toxin A negativni. Toxin B pozitivni. Opakuje se test s Cerstvym vzorkem.
Pokud je opét vysledek pozitivni na toxin B a negativni na GDH, je doporucena dalsi
analyza vzorku CE/FDA certifikovanym testem.

Toxin A a toxin B pozitivni. GDH negativni. Opakuje se test s Cerstvym vzorkem.
Pokud je opét vysledek pozitivni na toxin A/B a negativni na GDH, je doporucena dalsi
analyza vzorku CE/FDA certifikovanym testem.

Neplatny vysledek

Absence zeleného kontrolniho prouzku v jakékoliv ze tii testovacich zén (A/B/C)
bez ohledu na pfitomnost nebo nepfitomnost Cervenych prouzkil v jakékoliv ze tii
testovacich zon (A/B/C).

NejcastejSimi  pfi¢inami neplatného vysledku jsou nesprdvny objem vzorku,

nedodrzeni pracovniho postupu a znehodnoceni reagencii (nespravné skladovani,
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uplynuti doby expirace). V kazdé testovaci zéne¢ (A/B/C) se musi objevit zeleny
kontrolni prouzek, jinak je vysledek neplatny.
Poznamky k interpretaci vysledki

Intenzita Cerveného prouzku v zén€¢ T miZze kolisat v zavislosti na koncentraci
antigenu ve vzorku. Tento test je kvalitativni, vysledky nelze hodnotit kvantitativné.

Vysledek je povazovan za pozitivni, 1 kdyz je prouzek zabarven slabé.

2.3.4 Kontrola kvality

Kazdy strip ma zabudovanou proceduralni kontrolu (C). Pokud byl test proveden
spravng, objevi se v oblasti kontroly zelen¢ zabarveny prouzek, ktery je dikazem, Ze
bylo pouzito spravné mnozstvi vzorku a test je funkéni.

Omezeni

a, CoproStrip Cl. difficile GDH + toxin A + toxin B indikuje pfitomnost GDH,
toxinu A a/nebo toxinu B kvalitativnim stanovenim. Tento test je kvalitativni, nemiiZe
se hodnotit kvantitativné.

b, Nespravny vzorek muze zpisobit neplatny vysledek (napt. hnédé prouzky).
V tomto ptipad¢ se nafedi vzorek pufrem a test se opakuje.

¢, Stejny vzorek stolice mize zplsobit riznou intenzitu zbarveni prouzkd.

d, Test musi byt proveden do 2 hodin od vyjmuti z originalni hlinikové folie.

e, Pokud je vysledek testu negativni a klinicky ndlez pietrvava, pouZzije se jina
metoda testovani.

f, Tento test je urCen pro diagnostiku Cl. difficile. VSechny vysledky musi byt
interpretovany s klinickym nalezem a laboratorni vysledky musi byt dostupné pro
vySetiujiciho 1ékare (Piibalova informace, 2014; SOPV-MIKRO- 053).
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2.4 Anaerobni kultivace

Pokud vysledek imunochromatografického testu potvrdil pfitomnost klostridiové
glutamatdehydrogenazy s pfitomnosti nebo bez ptritomnosti toxinu A a/nebo toxinu B,

je zaloZena anaerobni kultivace cilena na Clostridium difficile.

2.4.1 Pracovni postup anaerobni kultivace

Na Schaedler agar, ktery je vhodny pro anaerobni kultivaci a krevni agar, ktery
slouzi jako kontrola, naockujeme podezielou stolici. Sterilni bakteriologickou klickou
rozoCkujeme a do inokula polozime na ob¢ plotny na levou stranu 2 antibiotické disky
s gentamycinem 10 pg vzdalené na Sifku jednoho disku a na pravou stranu 2
antibiotické disky s penicilinem vzdalené od sebe na $itku jednoho disku. Schaedler
agar kultivujeme v anaerobni atmosféte 5 dni. Schaedler agar uzavieme do gaspacku
AnaeroGen Compact — Atmosphere. Generation systém pro vytvoreni anaerobni
atmosféry (napft. od firmy Oxoid) a spolu s krevnim agarem, ktery kultivujeme aerobné¢,
ulozime do termostatu pii 35 °C-37 °C. Antibiotické disky slouzi k potlaceni
doprovodné mikroflory. Clostridium difficile roste v zon¢ inhibice. Kultivaci opakujeme
tak dlouho, dokud nemame cistou kulturu, kterou si vzdy ovétime mikroskopicky.
Mikroskopické preparaty barvime dle Grama a lékaf je prohlizi pii 1000x nasobném
zvétSeni s imerzi.

V piipadé vykultivovani Clostridium difficile udélame suspenzi ve fyziologickém
roztoku (1 ml) a opét provedeme pritkaz toxind.

Od dubna 2015 jsme zacali pouzivat selektivni pudu ke kultivaci Clostridium
difficile od firmy Oxoid, s obchodnim nazvem Brazier's Clostridium difficile Selective
Agar. Clostridium difficile na tomto agaru roste v neprihlednych Sedobilych koloniich.

K identifikaci anaerobnich mikroorganismi pouzivame API 20 A. Souprava
API 20 A je systém pro snadnou identifikaci anaerobnich bakterii. Strip se sklada

z mikrozkumavek obsahujicich dehydratované substraty, které se po naockovani
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bakteridlnich suspenzi rekonstituuji. Béhem inkubace dochazi ke zménam v zabarveni
bud’ spontannimu, nebo vyvolanému piidanim reagentu. Reakce se vyhodnoti pomoci
PC programu.
Souprava obsahuje:

- 25 API 20 A stript (kazdy pro identifikaci 1 kmene)

- 25 ampuli API A Medium

- 25 inkubacnich boxt

- 25 vysledkovych tabulek

- pribalovy letak

2.4.2 Pracovni postup APl 20 A

Otevieme ampuli API 20 A Medium, sterilni pipetou pieneseme medium do
zkumavky, ptidame bakterialni suspenzi. Kone¢na hodnota bakteridlni suspenze musi
byt 3 jednotky McFarlandovy stupnice. Hustotu kontrolujeme pomoci denzitometru a
dobfe homogenizujeme pomoci vortexu. Pfi homogenizaci se snaZzime zabranit pfistupu
vzduchu — pro zachovani anaerobnich podminek.

Ptipravime si inkubacni box, strip a vicko. Do boxu pfiddme 5 ml destilované vody
pro vytvoreni vlhkého prostifedi. VSechny zkumavky naockujeme bakterialni suspenzi
v API 20 A Medium automatickou pipetou tak, aby nevznikly bubliny. Kopule vSech
testll prekryjeme parafinovym olejem. Inkubaéni box uzavieme vickem a inkubujeme
24-48 hodin v termostatu pii 36-38 °C.

Po inkubaci odecitdme strip pomoci Odecitaci tabulky, ktera je soucasti
ptibalového letdku od vyrobce. Hodnoceni testu provadi lékatr. Do vysledkové tabulky
zaznamenavame vSechny reakce. K hodnoceni miizeme vyuzit pocitacovy program

dostupny z www.apiweb.cz (Pracovni postup ¢. 120).
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3 Vysledky

V nasi nemocnici byla stolice na prikaz Clostridium difficile testovana pouze
jednokrokovou metodou na prikaz toxinu A a toxinu B. Od zaii 2014 se pfeslo na
testovani dvoukrokovou  metodou, ktera slouzi k priikazu enzymu
glutamatdehydrogenazy a toxinu A/B. Jako konfirma¢ni metoda v pfipadé pozitivity
GDH a negativniho toxinu A/B se u nds pouzivd anaerobni kultivace cilend na
Clostridium difficile s naslednym prikazem toxind.

V roce 2013 bylo vysetieno celkem 240 vzorkd stolic na prikaz toxint Clostridium
difficile, z toho u 31 vzorkd byla produkce toxinu prokazana, u 209 vzorkt produkce
toxinu nebyla prokazana. Celkovy pocet muzu byl 132 (55,0 %), pocet zen byl 108
(45 %).

Vv jednotlivych mésicich a zastoupeni muzii a Zen v roce 2013 uvadi tabulka €. 1.

Pocet celkovych vySetfeni, pocet pozitivnich a negativnich vzorki

Tab. 1: Pocet a vysledky vySetieni stolic na priikaz toxinu C. difficile za jednotlivé

mésice v roce 2013 v Nemocnici Pisek, a.s.

muz- muz- Zena- Zena-

2013 | celkem | pozitivni | negativni | celkem | pozitivni | celkem |pozitivni
leden 37 12 25 15 6 22 6
unor 17 1 16 11 1 6 0
bfezen 27 3 24 15 2 12 1
duben 16 1 15 9 1 7 0
kvéten 17 3 14 9 1 8 2
cerven 20 0 20 11 0 9 0
cerveneC 15 0 15 9 0 6 0
srpen 14 1 13 8 0 6 1
Zat1 20 2 18 7 0 13 2
fijen 16 1 15 8 1 8 0
listopad 25 5 20 18 5 7 0
prosinec 16 2 14 12 2 4 0
celkem 240 31 209 132 19 108 12
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V roce 2014 bylo vysetieno celkem 195 vzorka stolic na prikaz toxint Clostridium

difficile, z toho u 26 vzorkd byla produkce toxinu prokazana, u 169 vzorkt produkce

toxinu prokazana nebyla. Celkovy pocet muzi byl 75 (38,5 %), pocet zen byl 120

(61,5 %). Pocet celkovych vySetieni, pocet pozitivnich a negativnich vzorka

v jednotlivych mésicich a zastoupeni muzi a zen v roce 2014 uvadi tabulka ¢. 2.

Tab. 2: Pocet a vysledky vySetieni stolic na prikaz toxinu C. difficile za jednotlivé

mésice v roce 2014 v Nemocnici Pisek, a.s.

muz- muz- zena- zena-

2014 | celkem | pozitivni | negativni | celkem | pozitivni | celkem | pozitivni
leden 37 11 26 21 8 16 3
unor 33 4 29 8 1 25 3
biezen 13 4 9 3 1 10 3
duben 11 0 11 2 0 9 0
kvéten 12 0 12 3 0 9 0
cerven 13 2 11 6 2 7 0
cervenec 11 0 11 5 0 6 0
srpen 12 0 12 3 0 9 0
zari 15 1 14 9 0 6 1
fijen 13 1 12 3 0 10 1
listopad 13 1 12 9 0 4 1
prosinec 12 2 10 3 0 9 2

V roce 2013 bylo celkem vySetieno 240 vzorkl, z toho 209 pozitivnich, cozZ je
87,1 %, 31 vzorkl bylo negativnich, coz je 12,9 %.

V roce 2014 bylo vysetteno celkem 195 vzorkt, ztoho 169 negativnich, coz je
86,7 %, 26 pozitivnich, coz je 13,3 %. Porovnani pozitivnich a negativnich vzorkl

ukazuje tabulka ¢. 3.
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Tab. 3: Porovnani pozitivnich a negativnich vzorku stolic vySetifenych na priikaz

toxinu C. difficile v letech 2013 a 2014 v Nemocnici Pisek, a.s.

Toxin

Rok negativni | pozitivni | Celkem
2013 209 31 240
2014 169 26 195
Celkem 378 57 435
2013 87,1% 12,9% 100,0%
2014 86,7% 13,3% 100,0%
Chi kvadrat test

Dosazena hladina vyznamnosti 89,8 %
P > 5 % znamena, Ze rozdil je statisticky bezvyznamny.

Podil pozitivnich a negativnich vzorkl v roce 2013 a 2014 zobrazuje graf €. 2.

Graf 2: Podil pozitivnich a negativnich vzorku stolic vySetfenych na prikaz toxinu

C. difficile v letech 2013 a 2014 v Nemocnici Pisek, a.s.
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Vékovy pramér pacientt v roce 2014 byl 67,5 let, s minimem 4 a maximem 94 let.
Veékovy median Cinil 73 let.

V roce 2014 bylo vySetieno celkem 195 vzorkd, z toho od pacientt nad 65 let bylo
122 vzorki (62,6 %), vzorkl od pacientl pod 65 let bylo 73 (37,4 %). Celkovy pocet,

pocet prokazanych a neprokazanych vzorkt u pacientl pod a nad 65 let uvadi tabulka
¢. 4.

Tab. 4: Porovnani pozitivnich a negativnich vzorku stolic vySetifenych na priikaz

toxinu C. difficile u pacientii nad a pod 65 let za rok 2014 v Nemocnici Pisek, a.s.

2014 Toxin

VE&k [negativni | pozitivni | Celkem
pod 65 65 8 73
nad 65 104 18 122
Celkem 169 26 195
pod 65 89,0% | 11,0%( 100,0%
nad 65 85,2% | 14,8%/| 100,0%
Chi kvadrat test

DosaZend hladina vyznamnosti 45,1 %
P >5 %, znamena, ze vyskyt CDI se u srovnavanych vékovych skupin nelisi.
VéEkové rozloZeni pacientli nad a pod 65 let se zastoupenim pozitivnich a negativnich

vysledkl v obou vékovych skupinach zobrazuje graf ¢. 3.
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Graf 3: Vékové rozloZeni pacientii vySetirenych na prikaz toxinu C. difficile za rok

2014 v Nemocnici Pisek, a.s.
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Z celkového poctu 240 vzorka v roce 2013, bylo 132 (55 %) vzorki od muzi a
108 (45 %) vzorku od zen. Z celkového poétu 195 vzorkt v roce 2014 bylo 75 (38,5 %)
vzorkli od muzi a 120 (61,5 %) vzorkt od zen. Celkovy piehled zastoupeni pohlavi

S negativnimi a pozitivnimi vysledky uvadi tabulka ¢. 5.

Tab. 5: Zastoupeni muzZi a Zen vySetienych na prikaz toxinu C. difficile v letech
2013 a 2014 v Nemocnici Pisek, a.s.

2013 240 31 209 132 19 108 12
2014 195 26 169 75 12 120 14

V grafu €. 4 jsou piepocteny vysledky pozitivnich muza a zen za rok 2013 a 2014
VvV %. V roce 2013 bylo celkem od muzii vySetfeno 132 vzorki a z toho bylo pozitivnich

19, coz predstavuje 14,4 %. Vzorkl od zen bylo celkem 108 a z toho bylo pozitivnich
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12, coz je 11,1 %. V roce 2014 bylo celkem od muzi vySetieno 75 vzorku a z toho bylo
pozitivnich 12, coz je 16,0 %. Vzorka od Zen bylo celkem 120 a z toho bylo pozitivnich
14, coz je 11,7 %.

Graf 4: Procentualni porovnani pozitivnich vzorki stolic u muzi a Zen vySetfenych

na prukaz toxinu C. difficile v letech 2013 a 2014 v Nemocnici Pisek, a.s.
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4 Diskuse

Infekce vyvolané Clostridium difficile patii mezi velmi aktudlni témata, nejen kvili
tomu, Ze patii mezi infekce spojené se zdravotni pé¢i a v nemocnici se mohou velmi
rychle rozsitit, ale hlavné¢ z davodit fatdlnich nasledki, které mohou u nékterych
pacientli vyvolat. Aktudlnost zvysSuje i fakt, Ze nemoc muze propuknout uz v prubehu
1é¢by antibiotiky nebo po skonceni 1é¢by a ukonceni pobytu v nemocnici, kdy uz je
pacient doma a mohl by nakazit dal$i vnimavé jedince. Na oddélenich, kde je pacient
S prokazanou produkci toxinu A nebo B nebo obou, jsou nafizena bariérova opatieni,
kterd sice vedou ke snizeni rizika rozSifeni infekce, ale Uplné riziko odstranit
nedovedou. Bariérova opatfeni samotny personal velmi omezuji a stézuji praci. I proto
je velmi dulezity véasny zachyt CDI a lokalizace infekce, aby se na jina oddé¢leni
nerozsifila.

Prevence a kontrola CDI je zalozena na dvou hlavnich principech, jednim je
zabranéni vzniku onemocnéni a druhym je omezeni Sifeni infekce. Vznik onemocnéni je
spjat slécbou antibiotiky, proto uvazlivé podavani antibiotik mize vést ke snizeni
vyskytu CDI, stejné€ jako ptisné dodrzovani protiepidemickych opatieni.

Dle soucasnych doporuceni je vhodné vySetfovat stolici kombinaci dvou a vice
testl, aby se ziskal co nejspolehlivéjsi vysledek (Benes et al., 2014a).

V nasi nemocnici byla stolice na prukaz Clostridium difficile testovana pouze
jednokrokovou metodou na prikaz toxinu A a toxinu B. Od zafi 2014 se pieSlo na
testovani  dvoukrokovou  metodou, ktera  slouzi  kprikazu  enzymu
glutamatdehydrogendzy a toxinu A/B. Jako konfirmac¢ni metoda v ptipad€ pozitivity
GDH a toxin A/B negativni se u nas pouziva anaerobni kultivace cilena na Clostridium
difficile s naslednym prikazem produkce toxinu. Myslim si, ze tento zplsob testovani
stolice na prukaz Clostridium difficile je dostatecny na rutinni okresni laboratof. Muj
zaveér potvrzuji i doporuéené postupy laboratorni diagnostiky (Benes et al., 2014a).
Prikaz enzymu glutamatdehydrogenazy slouzi k vyfazeni CDI negativnich vzorka, je
tedy pro vySetfeni velmi dulezity. Vzdy je nutno posuzovat vysledky s pfihlédnutim ke

klinickému stavu pacienta. Nakazlivost je vdzana na vyskyt prijm.
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Jako dal$i metodu, ktera by byla vhodna i jako konfirmac¢ni metoda, bych
navrhovala PCR vySetfeni k prikazu genu kodujiciho syntézu toxinu B a ptipadné 1
toxinu A. Vyhodou je vysoka citlivost uvadéna 99-100% (Benes et al., 2014a). A také
fakt, ze vysledek je za cca 40 minut oproti kultivaci, ktera trvd nejméné 72 hodin a
muze byt prodlouzena az na 96 hodin. OvSem tato metoda se zatim
v Nemocnici Pisek, a.s. neprovadi.

Kontrola shody Zadanek s popisem materialu je v laboratofti OKM Nemocnice
Pisek, a.s. samoziejmosti, bez které by nebylo mozno validovat vysledky.

U kazdé nové Sarze soupravy se provadi pozitivni a negativni kontrola. Pracovni
postup byl dodrzovéan, vzdy musela vyjit proceduralni kontrola, zelené zbarveny
prouzek, ktery byl dilkkazem, ze bylo pouzito vhodné mnoZstvi vzorku a Ze test je
funk¢ni. Zéasoba souprav pro testovani klostridiové glutamatdehydrogenézy a toxinu A a
toxinu B je v OKM Nemocnice Pisek, a.s. udrzovana o 2-3 soupravach s dlouhou dobou
expirace, proto nehrozi, ze by byl pouzit pro vySetfeni proexpirovany test. Pfesto se
expirace sleduje, stejné jako teplota v lednicich, kde jsou soupravy uchovany. O
teplotach je veden fadny zaznam. Zde jsem neshledala zddné nedostatky.

Jediny nedostatek, ktery by mohl nastat a ktery nejsem schopna kontrolovat, je
Vv preanalytické fazi. Zde je ovSem dulezité si uvédomit, Zze vysledek se ma vzdy
posuzovat s klinickym stavem pacienta.

V Ceské republice je od roku 2008 hlasen zvyseny vyskyt CDI (Pokornd, 2015).
Kolitida ¢i enterokolitida zpusobena bakterii Clostridium difficile je onemocnéni
s trvale nartistajici incidenci. Podet hlasenych piipadd v CR v roce 2014 piesahl 4 000
(Benes, 2015). Proto si myslim, ze je vhodné sledovat, jestli se zvysil zachyt CDI
s nastupem laboratorni metody rozsifené o prikaz GDH. V Nemocnici Pisek, a.s. bylo
vroce 2013 celkem vysetfeno 240 vzorkl, ztoho bylo 31 vzorkl pozitivnich, coz
predstavuje 12,9 %. V roce 2014 bylo vysetfeno 195 vzorkd, z toho bylo 26 vzorka
pozitivnich, coz ptedstavuje 13,3 %. DosaZend hladina vyznamnosti je 89,9%. Jelikoz
hladina vyznamnosti je > 5 %, je rozdil v zachytu Clostridium difficile v uvedenych
letech statisticky bezvyznamny. Z tohoto vypoétu jsem dosla k zavéru, ze k zvyseni

zachytu Clostridium difficile v Nemocnici Pisek, a.s. v roce 2014 oproti roku 2013
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nedoslo. Na tento vysledek muze mit vliv pouzivani dvoukrokové metody po velmi
kratkou dobu i maly objem vzorka. A také skutecnost, ze porovnavam dva soubory,
Z nichz prvni byl testovan jednokrokovou metodou 12 mésicti a druhy jednokrokovou
metodou 8 mésicti a dvoukrokovou pouze 4 mésice.

Pocet piijatych vzorkil v roce 2014 byl oproti roku 2013 nizsi a to o 45 vzorku.
Pocet pozitivnich vzorkt v roce 2013 byl 31 a v roce 2014 byl také nizsi a to 26. I kdyz
se vliteratufe wuvadi, Ze se vyskyt CDI v Ceské republice zvysuje,
v Nemocnici Pisek, a.s. ktomuto navySeni v roce 2014 nedoslo. Hlavnim divodem
muze byt fakt, Ze Nemocnice Pisek, a.S. je mensi, okresni nemocnice, proto pacienti

vvvvvv

moznymi komplikacemi zde nejsou operovani. A stim souvisi 1 1écba
operaci zapotiebi. Pfesto si myslim, ze 31 pozitivnich vzorkd v roce 2013 a 26
pozitivnich vzorkt vroce 2014 je opravdu hodné a zaslouzi si pozornost nejen
mikrologt ¢i klinikd, ale 1 laikt, ktefi n€kdy zbytecné vyzaduji predepisovani antibiotik
na banalni onemocnéni a neuvédomuji si, ze v pfipad€ opravdové potfeby nemusi jiz
antibiotika spravné a dostatecné ucinkovat. Za velmi diilezité povazuji neustale o tomto
problému vzdelavat zdravotnicky persondl a poulit i vefejnost, protoze i ta miize
pfispivat k vyznamnému Sifeni této zavazné ndkazy.

V roce 2014 bylo vysetfeno celkem 195 vzorkl. Z toho poctu bylo 73 vzorkl od
pacientl pod 65 let a 122 vzorkd od pacientd nad 65 let. U pacientti pod 65 let bylo 65
(89,0 %) vzorku negativnich a 8 (11,0 %) vzorka pozitivnich. U pacientt nad 65 let
bylo 104 (85,2 %) vzorkli negativnich a 18 (14,8 %) vzorkd pozitivnich. Dosazena
hladina vyznamnosti je 45,1 %. Jelikoz je hladina vyznamnosti > 5 %, je statisticky
bezvyznamna a znamena to, Ze vyskyt CDI se u srovnavanych vékovych skupin nelisi.
V tomto vysledku se rozchazim s literaturou, kde se uvadi, Ze incidence a zavazZnost
nemoci podstatné nardsta od véku > 65 let (Benes et al., 2014b, s. 58). Z tohoto vypoctu
vyplyva, ze pacienti v mém souboru nad 65 let nejsou k danému onemocnéni

vnimavéj§i. Tento udaj vnimam jako negativni, mize to znamenat, ze onemocnéni
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postihuje i mladsi pacienty, ktefi by méli byt obecné viici infekcim odolngjsi a snadnéji
zvladat ptipadné komplikace své 1éCby.

Mt soubor vzorkii byl maly a pro vyzkumné ucely by bylo zapotiebi vySetfit
mnohem vice vzorkl. To také mize byt jeden z divodu, pro¢ se rozchdzi mé vysledky
s literaturou. Pro vyzkumné tucely by bylo vhodné vyzkum rozsifit do vice let nebo
vyzkum provadét ve vEétsi nemocnici, kde se zpracovava vice materialu.

V souboru jsem si v§imala i zastoupeni pohlavi. V literatufe jsem nenasla tdaj o
vlivu pohlavi k vnimani k této infekci a i podle mych vysledka usuzuji, Ze pohlavi nema
na vnimani k této infekci vyznamny vliv. V roce 2013 bylo vySetieno 240 vzorkd,
z toho od muzt 132 a od zen 108. Pozitivnich vzorki od muzl bylo 19 a od Zen 12.
Piepocteno na procenta bylo pozitivnich vzorkti od muzu 14,4 % a od Zen 11,1 %. Dle
mého nazoru je rozdil minimalni, rozhodné neni zasadni a tak je to i v roce 2014, kdy
bylo vysSetfeno celkem 195 vzorki, z toho od muzi bylo vySetteno 75 a od Zen 120.
Pozitivnich vzorki od muzi bylo 12 a od Zen 14. Piepoéteno na procenta bylo
pozitivnich vzorkti od muzi 16,0 % a od zen 11,7 %. Ani tento rozdil se mi nezda
zasadni. Podle mého usudku, s pfihlédnutim k mym vysledklim, pohlavi na vnimani

k infekci nema vliv.
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5 Zavér

Zavérem mohu konstatovat, ze metodu jsem si fadné vyzkousela, ziskala ve
zpracovani stolice na vySetfeni enzymu klostridiové glutamatdehydrogendzy a toxina
praxi. Prosla jsem si cely laboratorni proces, od piijmu vzorku, zkontrolovani zadanky a
pfijatétho materidlu, oznaceni materialu, zapsani zadanky do LIS a nasledného
zpracovani. Po ukonceni analytické faze jsem vysledek zapsala do LIS a nahlasila na
oddéleni, které vySetfeni pozadovalo. V celém procesu jsem kontrolovala dodrzovani
pracovniho postupu a uchovani vzorki a testi. Zde jsem neshledala zddné nedostatky.
Uvitala jsem moznost konzultace s 1ékati OKM.

Laboratorni diagnostika CDI v Nemocnici Pisek, a.s. je dostate¢na. Jako pozitivni
vnimdm fakt, Ze oddéleni klinické mikrobiologie pteSlo od jednokrokové metody
k dvoukrokové metod¢, kde se stanovuje i klostridiova glutamatdehydrogenaza.
Imunochromatograficky test je jednoduchy, rychly, levny a pti dodrZeni pracovniho
postupu je vypoveédni hodnota vysokd. Dalsi velkou a nespornou vyhodou je technicka
nenarocnost, tedy Zadné drahé analyzatory, slozité kalibrace nebo nésledné drahé
servisy. Vysledek je pouze kvalitativni, coz je v tomto ptipadé¢ dostatecné, informuje
nas o pritomnosti Clostridium difficile a hlavng, jestli je kmen toxigenni nebo ne, coz je
klostridiové glutamatdehydrogenazy nebo GDH a toxinu ¢i toxind je zaloZena
anaerobni kultivace cilena na Clostridium difficile. Velmi zajimavou metodou by byla
ribotypizace, tato metoda ale piislusi pouze nékterym pracovistim.

I kdyz jsem zvySeni zachytu CDI wvroce 2014 oproti roku 2013
v Nemocnici Pisek, a.s. nepotvrdila, myslim si, Ze pfechod od jednokrokové metody na
dvoukrokovou metodu je velmi dulezity, hlavné pro vytazeni Clostridium difficile
negativnich vzorkd.

K narastu vyskytu CDI vroce 2014 oproti roku 2013 v Nemocnici Pisek, a.s.
nedoslo. V roce 2013 bylo vySetieno 240 vzorki, z toho bylo 31 pozitivnich, v roce
2014 bylo vysetieno 195 vzorku, z toho 26 pozitivnich. Tento trend by byl opravdu

velmi pozitivni zpravou. Samoziejmé za tim muize byt uvédoméni si lékait, Ze u
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kazdého prujmu neni puvodcem Clostridium difficile a stolici na dané vysSetfeni
neposilaji nebo také lepsi rozvaha pii piedepisovani antibiotik. Pfesto si myslim, ze
pocet 26 prokazanych vzorku na produkci toxinu C. difficile v okresni nemocnici
predstavuje vysoké ¢islo.

V mém souboru pacienti nad 65 let nebyli vnimavéjsi k CDI. Tento vysledek je
nejspisSe ovlivnén velmi malym souborem pouzitym pro ucely mé prace. Pro dalsi
analyzu bych navrhovala provést rozsahlejsi studii v prubéhu vice let nebo V jiné, veétsi
nemocnici, kde se vySetituje vice vzorkl.

Nezaznamenala jsem vyraznéjSi vliv pohlavi na vnimani k infekci. V literatuie
jsem informaci o vlivu pohlavi na vnimani k CDI nenasla, nejspis tedy neni rizikovym

faktorem.
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7 Priloha

Obréazek 1: Souprava CoproStrip™ ClI. difficile GDH + Tox A + Tox B (foto autorka).
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Obrazek 2: Imunochromatograficky test (foto autorka).
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Obrazek 3: Schaedler agar a krevni agar (foto autorka).

Obrazek 4: Naockovany Schaedler agar a krevni agar s poloZenymi antibiotickymi
disky (foto autorka).

62



Obrazek 5: Anaerobni kultivace za pouziti gaspacku AnaeroGen Compact —

Atmosphere a krevni agar slouZici jako kontrola (foto autorka).
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Obrazek 6: Selektivni ptida ke kultivaci Clostridium difficile od firmy Oxoid,

s obchodnim nazvem Brazier’s Clostridium difficile Selective Agar (foto autorka).
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Obrazek 7: Kolonie Clostridium difficile (foto autorka).
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Obrazek 8: Kolonie Clostridium difficile (foto autorka).

Obrazek 9: Souprava API 20 A (foto autorka).
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