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MozZnosti laboratornej diagnostiky infekcii vyvolanych Clostridium difficile
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Clostridium difficile s produkciou toxinov je najcastejSim povodcom nozokomialnych ¢revnych infekcii. Kolitida
vyvolana C. difficile je infekéné ochorenie s roznym stupiiom zavaznosti, méze prebiehat ako obyc¢ajné hnackové
ochorenie, pseudomembrandzna kolitida, ale tiez ako stav ohrozujuci zivot, sprevadzany paralytickym ileom pre-
chadzajucim do sekundarnej sepsy. Ochorenie vznika najcastejsie v suvislosti s liecbou Sirokospektralnymi anti-
biotikami, ktoré eliminuji normalnu ¢érevnu fléru. Prenos C. difficile sa uskuto€nuje pomocou spoér fekalno-oral-
nou cestou. Véasna diagnostika infekcii vyvolanych C. difficile je dolezita z dovodu zacatia adekvatnej terapie
a tiez protiepidemickych opatreni zamedzujticich dalSiemu Sireniu spér v nemocni¢nom prostredi.
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Laboratory diagnostic possibilities for Clostridium difficile infections

Clostridium difficile with toxin production is the most common cause of nosocomial gastrointestinal infections.
Clostridium difficile infection can manifest as mild diarrhea, pseudomembranous colitis but also as a life-threat-
ening illness accompanied by paralytic ileus developing into secondary sepsis. The disease is generated in rela-
tion with a broad-spectrum antibiotic therapy which eliminates normal gut mikrobiota. Transmission of Clostri-
dium difficile is done by spores following the faecal-oral route. Early diagnosis of Clostridium difficile infections
is essential for proper initiation of an antibiotics therapy and also for anti-epidemic measures which prevent
spore spreading in hospitals.
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Uvod

Clostridium difficile je grampozitivha anaerébna baktéria
(obrazky 1, 2) bezne sa vyskytujlica v prirode, povrchovych
a odpadovych vodach a s roznou frekvenciou tiez v trdviacom
trakte ludi a zvierat. Za nepriaznivych podmienok tvori meta-
bolicky inaktivne formy — spéry, ktoré su vyrazne odolné proti
vysokym teplotam a dal$im fyzikalnym vplyvom, taktiez pro-
ti vacsine dezinfekénych prostriedkov (vratane alkoholovych
preparatov pouzivanych na dezinfekciu ploch, povrchov a rik).
To zvysuje riziko ich dlhodobého pretrvavania v prostredi, dal-
Sieho Sirenia a pravdepodobnost kolonizacie nemocni¢nych
pacientov, ktord moze byt nasledovana rozvojom infekcie. C.
difficile nepatri medzi invazivne patogény, na zaciatku ocho-
renia iba adheruje na sliznicu hrubého ¢reva. Jeho patogenita
vyplyva zo schopnosti tvorit velmi G¢inné exotoxiny povazo-
vané za hlavné faktory virulencie. Toxigénne kmene produku-
ju vo vegetativnej faze termolabilné proteinové toxiny A a B,
ktoré sa do prostredia uvolfiuju rozpadom buniek. Obidva to-
xiny posobia synergicky a ich produkcia je spojena s posko-
denim epitelu ¢reva i hibsich Struktdr ¢revnej steny. Gény ké-
dujuce toxin A (gén tcdA) a toxin B (gén tcdB) si umiestnené
na tzv. lokuse patogenity (pathogenity locus — PaLoc) s vel-
kostou 19,6 kb, a to spolu s troma dal§imi génmi regulujlci-
mi expresiu toxinov. Toxin A je enterotoxin, vyvoldva apoptézu
enterocytov a aktivuje zapalovu reakciu. Toxin B je cytotoxin,
sposobuje destrukciu buniek poskodenych toxinom A. Okrem
toxinov A a B produkuju niektoré kmene aj treti, tzv. binarny to-

xin. Gény kddujuce bindrny toxin (gény cdtA a cdtB) st umiest-
nené mimo PaLoc lokus®. Jeho uUloha v patogenéze ochore-
nia nie je zatial celkom objasnend, ale pritomnost toxinov
A a B suicasne s bindarnym toxinom zhorsuje priebeh ochore-
nia a stazuje jeho liecbu (vaésina epidemickych PCR riboty-
pov produkuije aj binarny toxin). Netoxigénne kmene C. difficile
(neprodukujuce toxin A a B) si nepatogénne a nepredstavuijl
ohrozenie ani pre vnimavého jedinca®.

Patogenéza ochorenia

Infekcie vyvolané C. difficile (Clostridium difficile infec-
tions — CDI) vykazuju sSiroké spektrum klinickych prejavov
od miernej hnacky cez pseudomembrandznu kolitidu az po
toxicky megakolon s umrtnostou 30 — 50 %™. Ochorenie
najcastejSie vznikd v suvislosti s lieCbou Sirokospektralny-
mi antibiotikami (ATB), ktoré eliminujui normalnu ¢revnu flo-
ru, prip. aj ako nozokomidlna infekcia. Na prepuknutie CDI
su potrebné dve podmienky: strata ochrannej ¢revnej fléry
(tzv. kolonizac¢na rezistencia) a infekcia toxigénnymi kmen-
mi C. difficile. Mechanizmus G¢inku oboch toxinov na bunky
¢revného epitelu je odlisny. Toxin A (TcdA) je typicky entero-
toxin, ktory poskodzuje bunky ¢revného epitelu a spdsobuje
kumuldciu tekutin v ¢reve, €0 méa za nasledok vznik vodna-
tych, niekedy hemoragickych hnaciek. Toxin B (TcdB) svojim
cytotoxickym ucinkom vedie k nekréze napadnutych buniek.
Na ¢revnej sliznici vznikaju pocetné, typické ostrovcekovité
(mapovité) ulceracie pokryté pablanami, dobre viditelné pri
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endoskopickom vysetreni(”. P6sobenim toxinu B na hlad-
kud svalovinu a vegetativne nervstvo v stene hrubého Creva
dochadza k spomaleniu az zastaveniu peristaltiky a rozvoju
ilea, ¢im zaroven vznika idealne prostredie na mnozenie mik-
roorganizmov. Takéto poskodenie moze vyustit az do perfo-
racie Creva. Terminalne stadium choroby sa vyznacuje enor-
mnou distenziou hrubého ¢reva (megakolon) a postupnou
stratou bariérovej funkcie Crevnej sliznice s naslednym prie-
nikom ¢revnych baktérii do hlbsich tkaniv a potom do krvi.
Vznika sepsa, najCastejSie gramnegativna, s rychlym rozvo-
jom septického Soku s vysokou imrtnostou®. Diagndza toh-
to ochorenia sa stanovuje na zdklade anamnézy, klinického
obrazu, endoskopického nalezu pseudomembranéznej koliti-
dy a laboratérneho dokazu toxinov C. difficile v stolici.

Obrazok 1. Clostridium difficile — farbenie podla Grama

zdroj: https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-micro-
graphs/gram-stain/gram-positive/clostridium-difficile jpg

Obrazok 2. Clostridium difficile — spdry

zdroj: https://www.google.com/search?q=clostridium+difficile+pho-
tos&client=firefox-b&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwj-
hu63jwvPbAhXqZpoKHZBSB8QQ_AUICigB&biw=1908 & bih=959#im-
gre=z_Jz6gXYgAU4xM

Epidemioldgia ochorenia

CDI maju celosvetovo a rovnako na Slovensku narastaju-
cu tendenciu vyskytu. Asi 90 % vsSetkych foriem CDI vznika
v nadvaznosti na predchadzajicu alebo subeznu antimikro-
bidlnu terapiu, hlavne systémovo podavanymi antibiotikami.
Ich nérast suvisi aj s vy$sim vekom pacientov (nad 65 rokov),
polymorbiditou, dlhodobou hospitalizaciou, Castym uzivanim
antisekre¢nych liekov a inhibitorov proténovej pumpy, so za-
krokmi na hrubom Creve, s hypomobilitou ¢reva a mnohymi
dal$imi faktormi. O narastajucej incidencii svedcia aj udaje
poskytnuté Uradom verejného zdravotnictva SR (graf 1). Kym
vroku 2011 bolo v SR hlasenych 136 pripadov ochoreni vyvo-
lanych C. difficile, v roku 2017 ich pocet stipol na 2 604 pri-
padov. Redlny vyskyt infekcii je vSak vys$si. Mnoho pripadov
je nezachytenych alebo poddiagnostikovanych, chyba Stan-
dardizacia poskytovanych udajov. Z uvedeného vyplyva do-
lezitost venovat patricnl pozornost diagnostike CDI. C. diffi-
cile je beznou sucastou ¢revného mikrobiomu u 50 % deti
do 2 rokov au 2 — 5 % beznej populdcie. Je najCastejSim vy-
voldvatelom nozokomialnej hnacky. Velka Cast infikovanych
pacientov zostava asymptomatickych a stdva sa najvacsim
rezervoarom mikroba®. Odhaduije sa, ze 7 = 11 % hospitali-
zovanych pacientov, 5 — 7 % pacientov socidlnych zariadeni
amenej ako 2 % ambulantnych pacientov su nosi¢mi kmerov
C. difficile produkujucich toxiny. Na zvysujucej sa incidencii
ochoreni spdsobenych C. difficile sa podiela vysoka preskrip-
cia antibiotik, ako aj objavenie sa hypervirulentnych kme-
nov®. Na prelome rokov 2002 - 2003 boli v Severnej Ameri-
ke opisané epidémie CDI vyvolané kmeriom 027/NAP1/B1.
Tento hypervirulentny kmen je charakteristicky vysokou pro-
dukciou toxinov (A aj B), schopnostou tvorit viac spér ako
kontrolné kmene (I'ahsie Sirenie v nemocni¢nom prostredi)
a rezistenciou na fluorochinolény™. Spominany ribotyp (RT)
027 sa nasledne rozsiril aj do zapadnej Eurépy. V Spojenom
kral'ovstve v rokoch 2008 — 2009 spdsobil az polovicu vSet-
kych nozokomidlnych CDI. Ndsledne boli opisané dalSie epi-
demické RT, napr. RT 001, 014, 017, 078, 176. Podla vysled-
kov celogenomového sekvenovania je RT 176 (oznaCovany
ako 027-like) geneticky blizky pribuzny hypervirulentnému RT
027 a vykazuije aj podobné fenotypové vlastnosti(®). Produku-
je binarny toxin povazovany za prognosticky marker pre vznik

Graf 1. Viyskyt hnackovitych ochoreni vyvolanych C. difficile.
Podla ddajov UVZ SR
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rekurentnych epizdd CDI® a klinicky priebeh ochorenia vyvo-
lany tymto RT je rovnako zavazny ako pri RT 02709, |dentifi-
kacia izolatov C. difficile a znalost lokalnej epidemiologickej
situacie je dolezita pre zavedenie opatreni zamedzujucich $i-
reniu epidemiologicky vyznamnych kmenov v rdmci nemoc-
nic, resp. oddeleni.

Terapia

LieCebné postupy CDI su zakotvené v slovenskych odpo-
rucaniach na diagnostiku a liecbu kolitidy spésobenej C. di-
fficile®. VSeobecné odporicania v liecbe I'ahkych foriem
CDI su: ukoncéenie ATB liecby, ktora infekciu vyvolala (ak je
to mozné), rehydratécia, bezzvyskova diéta. Pri nizkej hladi-
ne albuminu u pacienta je potrebna jeho parenteralna substi-
tlcia. Lieky timiace ¢revnu peristaltiku (spazmolytika, opiéty)
st kontraindikované. Na liecbu stredne tazkych, tazkych fo-
riem a rekurentnych foriem CDI sa odporti¢a medikament6z-
na antibiotickd lieCba: metronidazol, vankomycin a nové ma-
krocyklické antibiotikum fidaxomicin. Ako dalSie moznosti
podpornej lie¢by sa vyuzivaju probiotikd a v poslednom ob-
dobi aj tzv. fekalna bakterioterapia. Transplantdcia stolice je
oficialne odpori¢anou metédou pri liecbe viacpocetnych re-
kurencii CDI s vysokym percentom Uspesnosti, ktorym pre-
kondava aj existujlce antibiotické rezimy®?.

Laboratorna diagnostika CDI

Na mikrobiologickud diagnostiku CDI sa dnes vyuziva via-
cero metdd. Kazda z nich ma ind mieru citlivosti a Specific-
kosti, preto sa odporuca ich kombinacia. Cielené mikrobiolo-
gické vySetrenie stolice je indikované u pacientov s klinickym
podozrenim na CDI. Naopak, nie je indikované u pacien-
tov s formovanou stolicou a bezne sa nerobi ani u deti do
1 — 2 rokov veku.

Dokaz antigénu C. difficile

Glutamatdehydrogenaza (GDH) je Specificky antigén —
exoenzym, produkovany vsetkymi kmenmi C. difficile (toxi-
génnymi aj netoxigénnymi). Dékaz antigénu je mozny pria-
mo zo stolice, Specifickost testu je 80 — 100 %. Ma vysoku
negativnu prediktivnu hodnotu (NPV), t. j. negativny vysle-
dok s velkou pravdepodobnostou vylu¢uje moznost klostri-
diovej infekcie. Test v§ak neodliSi toxigénne kmene od neto-
xigénnych. Jeho nevyhodou je aj moznost skrizenej reakcie
s inymi druhmi Clostridium spp. pritomnymi v stolici (falos-
ne pozitivny vysledok v 20 %). GDH moZe byt stanovena sa-
mostatne alebo je stucastou testov dokazujucich zaroven to-
xiny C. difficile.

Dékaz toxinov C. difficile (A/B)

Na dbkaz toxinov A/B sa pouzivaju diagnostické supra-
vy zalozené na principe enzymovej imunoanalyzy alebo imu-
nochromatografie. Na trhu je v sucasnosti k dispozicii cely
rad komercnych suprav s réznou citlivostou a $pecifickos-
tou. Ich vyhodou je cenova dostupnost, rychlost, vysoka $pe-
cifickost, jednoduché vyhotovenie s jednoznacnou interpre-
taciou dékazu toxigenity kmena. Test ma vysoku pozitivnu
prediktivnu hodnotu (PPV), t. j. pozitivny vysledok s velkou
pravdepodobnostou dokazuje klostridiovu infekciu. Nevyho-
dou je relativne nizka citlivost (90 %), ¢o v niektorych pripa-
doch vedie k falosne negativnym vysledkom.

Anaerdbna kultivacia

Anaerébna kultivécia C. difficile je pomerne naroéna a zdi-
hava (2-3 dni). Na kultivaciu sa pouzivaju selektivne pody
s obsahom cefoxitinu a cykloserinu, ktoré potlacaju sprie-
vodnu fléru. Konfirmacia kultivaéného nalezu je moznda mik-
roskopicky (orientacne), biochemicky (komerénymi anae-
rotestami), latexovym aglutinacnym testom, prip. pouzitim
novsich technik (PCR — polymerase chain reaction, MALDI
TOF MS — matrix assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry). Kultivacné vysSetrenie sa povazuje
za nevyhnutné pri vSetkych vzorkach stolice, pri ktorych bo-
la potvrdena pozitivita GDH vratane toxin-negativnych stolic.
Na dokaz toxinov z narastenej kultiry mozno pouzit imuno-
chemické testy alebo PCR. Vyhodou kultivaéného vySetrenia
je jeho vysoka vytaznost, moznost uloZenia izolovanych kul-
tdr, stanovenia citlivosti na antibiotika (ATB), prip. molekular-
na typizacia (epidemiologické tcely).

Dokaz cytotoxicity na tkanivovych kulturach

Dokaz cytotoxicity na tkanivovych kultdrach ma skoér his-
toricky vyznam. Tato metdda je naro¢na na Cas, laboratérne
vybavenie a interpretacné skusenosti, jej nevyhodou je aj ri-
ziko falo$nej pozitivity. Senzitivita sa uvadza 94 — 100 %. Cy-
totoxin mozno dokdzat v stolici alebo z izolovaného kmena
C. difficile na tkanivovych kultdrach fibroblastov, kde docha-
dza k cytopatickému efektu.

PCR - dokaz génov toxicity

Zavedenie PCR metdd, ¢i uz ako skriningovych alebo kon-
firmacnych metdd, do diagnostiky CDI je eurépsky trend. Vy-
znacuju sa vysokou citlivostou (99 - 100 %) a Specifickos-
tou, vyznamne skracuju ¢as ziskania vysledku. Hodnota PPV
je tu paradoxne znizend, pretoze PCR je taka citliva, ze vo
vzorke dokaze i malé mnozstvo toxigénnych C. difficile pri-
tomnych pri beznej kolonizacii, nerozlisi teda kolonizaciu od
infekcie(™. Dnes mame k dispozicii komer¢né supravy (na
principe realtime PCR) na dokaz génu pre tvorbu toxinu B,
génu pre bindrny toxin, sipravy na detekciu delécii typickych
pre niektoré epidemické PCR ribotypy (napr. 027, 176). PCR
ma vyznam najma pri verifikacii tazkych foriem CDI a pri po-
tvrdeni nejasnych vysledkov predchadzajucich testov.

Typizacia C. difficile na epidemiologické ucely

Medzi metddy nadstavbovej diagnostiky patri ribotypi-
z4acia a toxinotypizacia, ktorych zdkladom je PCR a makro-
restrikéna analyza pulznou gélovou elektroforézou®. Pri ri-
botypizacii C. difficile dochadza k amplifikacii Useku medzi
génmi pre 16S a 23S rRNA (tzv. Intergenic Spacer Region).
Medzi jednotlivymi ribotypmi je rozdiel v pocte pritomnych
alel tychto génov aj v dizkach Gsekov medzi alelami®. Kazdy
RT tvori Specificky elektroforeticky profil, podla ktorého je na-
sledne identifikovany. Na urCenie konkrétneho RT su ziska-
né elektroforeogramy porovnavané s rakuskou webovou da-
tabazou https://webribo.ages.at/. Celkovo bolo objavenych
viac nez 800 PCR ribotypov a 24 toxinotypov.

Odporucany diagnosticky postup

Zakladny diagnosticky algoritmus vychddza z dbékazu
GDH alebo dékazu génu/génov pre produkciu toxinov pomo-
cou PCR av pripade pozitivity naslednej detekcie toxinov A/B
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imunoenzymatickou metédou (EIA)®. Hovorime o tzv. 2-stup-
novom diagnostickom algoritme. GDH negativne vzorky moz-
no interpretovat ako definitivne negativne na pritomnost C.
difficile a nie je potrebné ich dalej testovat. Ak je test GDH
pozitivny, je nutné potvrdit alebo vylucit toxigenitu kmena C.
difficile (dokaz toxinov). V pripade pozitivity GDH a negativi-
ty toxinov A/B je interpretdcia nejednoznacna. Moze ist o pri-
tomnost netoxigénneho kmena alebo falo$ne negativny vy-
sledok podmieneny obmedzenou senzitivitou metédy na
ddkaz toxinov. V tomto pripade su potrebné dalSie laboratér-
ne vySetrenia ako PCR alebo kultivacia s naslednym overenim
toxigenity izolovaného kmena. Hovorime o tzv. 3-stupfiovom
diagnostickom algoritme. Vzhladom na rozdielnu citlivost
roznych pouzivanych metdd je podla sucasnych odporica-
ni preferovana kombinacia minimalne dvoch alebo viacerych
testov. Hlavnym cielom pouzitia doplfiujicich metdd je ziska-
nie ¢o najspolahlivejSieho vysledku, teda vylucenie alebo po-
tvrdenie pritomnosti toxikogénneho kmena C. difficile. Priklad
algoritmu kombinujiceho rézne metodiky je uvedeny v sché-
me 17. Pri zavaznych formach CDI a z epidemiologickych
dévodov je vhodna kultivacia stolice a nasledna molekular-
na typizdacia izolovaného kmena. Interpretaciu laboratérnych
nalezov treba vzdy hodnotit v suvislosti s klinickym nalezom
u konkrétneho pacienta, s aktualnou epidemiologickou situa-
ciou a ostatnymi laboratérnymi parametrami.

Material a metodika

Nasa Stldia prebiehala od mdja do septembra 2017. Cel-
kovo 481 hnackovitych stolic bolo vySetrenych 3-stupfiovym
diagnostickym algoritmom. V prvom kroku boli vSetky vzor-
ky testované na pritomnost GDH kvalitativnym imunochro-
matografickym testom Rapid-Viditest C. difficile Ag (Vidia).
V druhom kroku boli v§etky GDH pozitivne vzorky analyzo-
vané na pritomnost toxinov A/B pomocou imunochromato-
grafického testu RIDA®QUICK Clostridium difficile Toxin A/B
(R-Biopharm). Vo v$etkych GDH pozitivnych vzorkach stolice
bola zaroven zalozend anaerébna kultivacia po predchadza-
jucom ,alkoholovom Soku"“: vzorka stolice zmieSana s 96 %
etanolom v pomere 1 : 1, po dokladnom premies$ani na vor-
texe je inkubovana pri laboratérnej teplote asi 30 minut az

1 hodinu. Ndsledne sa 1-2 kvapky suspenzie inokuluju na se-
lektivny agar pre C. difficile (Brazier, Oxoid) a v anaerébnej
atmosfére kultivuju 48 — 72 hodin pri teplote 35 — 37 °C. Vy-
kultivované suspektné koldnie C. difficile boli identifikované
pomocou hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF MS. Izola-
ty C. difficile vykultivované z GDH pozitivnych a toxin-nega-
tivnych vzoriek boli znovu testované na pritomnost toxinov
A/B (toxigénna kultivacia — TC) rovnakym imunochromato-
grafickym testom ako v pripade stanovenia toxinov v stoli-
ci (3. diagnosticky stupen). Molekularna analyza kmeriov
identifikovanych ako C. difficile bola vykonand v spolupraci
s Ustavom lekarskej mikrobiolégie FN v Motole v Prahe, Ces-
ka Republika. Zahfnala stanovenie génov pre produkciu toxi-
nov A/B (tcdA/tcdB), bindrneho toxinu (cdtA, cdtB) a riboty-
pizaciu izolatov C. difficile. Pritomnost génov pre produkciu
toxinov bola stanovena pomocou multiplex PCR(?.

Odber biologického materialu a transport do laboratéria

Na mikrobiologické vysetrenie stolice na pritomnost C. di-
fficile je potrebné odobrat minimalne 2 ml stolice do sterilnej
nadobky. Stolica ma byt spracovana a vysSetrena do dvoch
hodin, pretoZe toxiny su pomerne nestabilné, rychlo sa rozpa-
davaju a vysledkom moze byt faloSna negativita. Ak nemoz-
no vysSetrit stolicu hned po odbere, je vhodné vzorku uchovat
pri chladnickovej teplote (asi 5 °C), vtedy je stabilita toxinu
zabezpecena na 48 hodin. Na dlhodobé uchovavanie vzoriek
treba vzorku stolice hlboko zmrazit na —=70 °C.

Vysledky

V priebehu 5 mesiacov bolo vySetrenych celkovo 481
hnackovitych stolic z 3 nemocnic. Prehlad jednotlivych od-
deleni, z ktorych pochadzali vySetrované vzorky, je uvedeny
v tabulke 1. Z celkového poctu vySetrenych stolic bolo 104
vzoriek GDH pozitivnych (21,6 %). Po odstraneni netispesne
kultivovanych, duplicitnych, resp. triplicitnych vzoriek ostalo

Tabulka 1. Prehlad oddeleni, z ktorych pochddzali vySetrované
vzorky stolic

Al Celkovy pocet
) = L 2T vysSetrenych stolic

Schéma 1. Priklad 3-stupriového algoritmu pri dokaze C. difficile Interné odd. (vrétane JIS) 88
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Povodné prace

v stbore 66 vzoriek (66 pacientov). Izolaty C. difficile z tych-
to stolic boli podrobené molekularnej typizacii. Z poctu 66
vzoriek bolo 58 (87,9 %) toxigénnych (pritomné gény tcdA
a tedB), z nich 6 izolatov malo navyse gény pre binarny toxin
(cdtA, cdtB). Zvysnych 8 vzoriek zo stboru (12,1 %) bolo ne-
toxigénnych, t. j. nebola v nich preukazana pritomnost Ziad-
neho z génov pre produkciu toxinov. Pomocou 3- stupriové-
ho diagnostického algoritmu a kombinaciou dalSich metod
(imunochromatografické stanovenie toxinov a detekcia to-
xigenity metédou PCR) bolo zistené, Ze z poctu 58 toxino-
vo pozitivnych stolic malo 35 vzoriek pozitivny toxin priamo
zo stolice a v 23 vzorkach (toxin-negativnych zo stolice) az
toxigénna kultivacia potvrdila pozitivitu toxinov (tabulka 2).

Zaver

Rychla a véasna diagnostika C. difficile je dolezita nielen
pre lieCbu samotného pacienta, ale aj z dévodu prevencie
nozokomidlnych nakaz. Aj ked' je mikrobiologické vySetre-
nie pre konfirmaciu CDI klti¢ové, neslizi na kontrolu ucin-
nosti lieCby ani ako argument pre izolacné opatrenia, ak uz
u pacienta nie je hnacka pritomna. Hlavnym kritériom vylie-
Cenia CDI je ustup klinickych priznakov, nie negativita mikro-
biologického vysetrenia. Pozitivne vysledky klasickych a mo-
lekularnych vysetreni mozu pretrvavat dlhodobo po ukonceni
liecby (kolonizacia C. difficile) a nie su dévodom na dalSiu
ATB terapiu. Aj v tomto pripade je dolezity klinicky stav pa-
cienta. Neodporuca sa ani opakované vySetrenie v interva-
le kratSom ako 7 dni u pacientov, u ktorych predchadzajuce

LITERATURA

1. Benes J, Husa P, Ny¢ O, a spol. Doporuceny postup diagnostiky
a lécby kolitidy vyvolané Clostridium difficile. Klin Mikrobiol Infekc Lek
2014; 20: 56-66.

2. Brazier JS. The epidemiology and typing of Clostridium difficile. Jour-
nal of Antimicrobial Chemotherapy 1998; 41: 47-57.

3. Crobach MJ, Planche T, Eckert C, et al. European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases: update of the diagnostic guidance
document for Clostridium difficile infection. Clin Microbiol Infect 2016;
22(4): 63-81.

4. Gerding DN. Clostridium difficille — associated diarrhea and collitis.
Infect Control Hosp Epidemiol 1995; 16(8): 459-477.

5. Hedge DD. New advances in the treatment of Clostridium difficille in-
fection. Ther Clin Risk Manag 2008; 4(5): 949-964.

6. Indra A, Huhulescu S, Schneeweis M, et al. Characterization of Clost-
ridium difficile isolates using capillary gel electrophoresis-based PCR ri-
botyping. J Med Microbiol 2008; 57(Pt 11): 1377-1382.

7. Jarcuska P, Batovsky M, Drgona L, a spol. Odporacany postup diag-
nostiky a liecby kolitidy spdsobenej Clostridium difficile. Via pract 2015;
1:1-12.

8. Lesa FC, Gould CV, Macdonald LC. Current status of Clostridium diffi-
cile infection epidemiology. Clin Infect Dis 2012; 55: 65-70.

9. Natarajan M, Walk ST, Young VB, et al. A clinical and epidemiological
review of non-toxigenic Clostridium difficile. Anaerobe 2013; 22(8): 1-5.

Tabulka 2. Sumar vysledkov vysetrovaného suboru vzoriek (n=66)

Pocet vzoriek Toxu] T°¥"] . Ge.n.y
zo stolice | z kultivacie | toxicity
66

35
23
8

+ |+ |+ |+

vySetrenie na C. difficile bolo negativne, s vynimkou situa-
cii, ak déjde k progresii ochorenia a boli vyli¢ené aj iné pri-
¢iny®. Nase vysledky ukazuiju, Ze ani 2-stupnovy diagnos-
ticky algoritmus nie je v mnohych pripadoch postacujici.
Takmer 40 % GDH pozitivhych vzoriek v nasom sibore bolo
urcenych ako toxigénne az pouzitim 3-stupnového diagnos-
tického algoritmu. Preto je potrebné zvazit jeho zavedenie
a/alebo kombindciu viacerych metéd aj do rutinnej labora-
tornej praxe. RiesSenie problematiky CDI v nemocni¢nych za-
riadeniach si vyzaduje komplexny pristup vratane adekvatnej
Specifickej ATB terapie zameranej na redukciu najrizikovej-
Sich skupin ATB (chinoldny, Sirokospektralne cefalosporiny,
potenciované aminopeniciliny), spravnu indikaciu laboratér-
neho vysetrenia, dodrziavanie hygienicko-epidemiologickych
opatreni na zamedzenie Sirenia spér, déslednu izoldciu vSet-
kych infikovanych pacientov s CDI, ale hlavne désledné dodr-
Ziavanie bariérovej oSetrovatel'skej techniky vSetkymi zainte-
resovanymi zdravotnickymi pracovnikmi.

10. Ny¢ O, Pituch H, Matéjkova J, a spol. Clostridium difficile PCR ribotype
176 in the Czech Republic and Poland. Lancet 2011; 377(9775): 1407.
11. O’Connor, et al. Clostridium difficile infection caused by the epidemic
BI/NAP1/027 strain. Gastroenterology 2009; 136: 1913-1924.

12. Persson S, Torpdahl M, Olsen KEP. New multiplex PCR method for the
detection of Clostridium difficile toxin A (tcdA) and toxin B (tcdB) and the
binary toxin (cdtA/cdtB) genes applied to a Danish strain collection. Clin-
ical Microbiology and Infection 2008; 14(11): 1057-1064.

13. Polak P, Freibergerova M, Husa P, et al. Fekalni bakterioterapie v 1é¢bé
rekurentni kolitidy zptsobené Clostridium difficile na klinice infek¢nich
chorob fakultni nemocnice Brno v letech 2010 — 2014 - prospektivni
studie. Epidemiol Mikrobiol Imunol 2015; 64: 232-5.

14. Surawicz ChM, Brandt LJ, Binion DG, et al. Guidelines for diagnosis,
treatment and prevention of Clostridium difficile infections. Am J Gastro-
enterol 2013; 108(4): 478-498.

15. Stewart DB, Berg A, Hegarty J. Predicting recurrence of C.difficile co-
litis using bacterial virulence factors: binary toxin is the key. J Gastroin-
test Surg 2013;17: 118-125.

16. Valiente E, Dawson LF, Cairns MD, et al. Emergence of new PCR ribo-
types from the hypervirulent Clostridium difficile 027 lineage. J Med Mi-
crobiol 2012; 61: 49-56.

17. Voth ED, Ballard DJ, Jimmy D. Clostridium difficile Toxins: Mechanism
of Action and Role in Disase. Clinical Microbiology Reviews 2005; 18(2):
247-263.

RNDr. Martina Krehelova

Klinicka mikrobioldgia, Medirex, a. s.
Magnezitarska 2/C, 040 01 KosSice
e-mail: martina.krehelova@medirex.sk

90

2/2018
newsla




