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A.UVOD

Clostridium difficile (CD) s produkci toxind je nejCastéj-
$im pivodcem nozokomidlnich stfevnich infekci (prijmy,
kolitida...) a primarni patogen pseudomembran6zni koli-
tidy (PMC). Extraintestindlni formy vyvolané CD (absce-
sy, ranné infekce, sepse apod.) jsou velmi vzacné.

Asymptomatickd kolonizace CD neni vyjimec¢na ze-
jména u nemocni¢nich pacientd. U novorozencli obecné
dosahuje kolonizace CD vcetné toxickych kmeni az 70 %
s minimalnim vyskytem infek¢ni symptomatologie.

V¢Easna diagnostika toxickych kment CD se stava ze-
jména u infekci s téZkym prib&hem nezbytnou soucasti
rutinni bakteriologické diagnostiky pfedev§im v nemoc-
nicich také v souvislosti s ménici se epidemiologii a za-
vaznosti infekci vyvolanych CD. V severni Americe a fadé
evropskych zemich je zaznamendn zvyseny vyskyt zavaz-
nych infekci zpisobenych CD, konkrétné epidemickym
kmenem s vysokou produkei toxinll (A i B), ktery je na
molekuldrni drovni charakterizovan jako ribotyp 027.

Prehled zakladnich metod pro vySetfeni CD ve stolici
je uveden v tabulce 1.

B. PRINCIPY A STRATEGIE ZAKLADNIHO
LABORATORNIHO VYSETRENI CD

1. Odbér, transport a uchovani vzorku

VySettfeni CD se provadi ze stolice odebrané do kontejne-
ru. Z divodu postupného tbytku aktivity toxind by stoli-
ce méla byt zpracovana optimalné do dvou hodin po od-
béru, pokud to neni mozZné, je tfeba ji uloZit po dobu
nezbytné nutnou pfi teploté 5° C (zmrazeni na teplotu —
20 °C vede k rychlé ztraté cytotoxické aktivity). Pro delsi
uchovéni vzorkd uréenych k vySetfeni toxinu je nutné
uchovéni pii teploté -70 °C.

2. Stanoveni toxini a specifického antigenu

Vzhledem k rychlosti a dostupnosti vysetfeni je zdkladni
metodou prukaz toxini, optimilné A i B. (podil toxin A
negativnich kmend v nasi republice neni znam, v zahra-
ni¢nich pramenech se udava v praméru 5 %, v zavislosti
na lokalité, ale mtize dosahovat podstatné vysSich hod-
not). Toxiny je mozno detekovat ELISA testem nebo imu-
nochromatograficky. Druhy jmenovany test je rychlejsi
a jednodussi, ale obecné vykazuje nizsi citlivost (viz ta-
bulka).

Metodika stanoveni toxini a interpretace vysledku je
vzdy zélezitosti jednotlivych vySetfovacich souprav a je
tfeba vychazet z doporuceni vyrobcti eventudlné vysled-
kd konkrétnich studii.

Vzhledem k tomu, ze citlivost stanoveni toxinu ko-
mer¢nim testy neni absolutni (viz tabulka), je potfebné,
zejména u klinicky zavaznych piipadd, vysetfeni opako-
vat.

Prukaz toxind CD amplifika¢nimi metodami vyrazné
zvySuje citlivost vySetfeni, metoda zatim neni dostupna
ve formé komercni testu a je spiSe pfedmétem dalSiho
vyzkumu a nasledné standardizace.

Priikaz GDH, glutamat dehydrogenaza, 1ze povazovat
za orientacni test, jehoZ pozitivita znamena vyznamnou
suspekci na pritomnost CD, ale také nelze vyloucit zkfi-
Zenou reaktivitu s Clostridium spp. obecné. Pozitivni na-
lez je nutné doplnit prikazem toxini a/nebo kultivaci.

3. Kultivace a uchovani CD

Kultivace by méla byt provadéna optimalné€ vZdy nebo
alesponi u toxin pozitivnich vzorkd, u vzorkl s pozitivnim
testem GDH nebo u vzorkid pacientil s téZkymi projevy
sttevni infekce vCetné toxin negativnich stolic.

Kmeny izolované zejména od pacientd s tézkym kli-
nickym pribéhem infekce nebo tam, kde se jedna o epi-
demicky vyskyt, je potfebné archivovat pro dal$i moleku-
larni typizaci.

C. KULTIVACNI VYSETRENI

1. Smiseni cca 0,5 ml (0,5g) stolice s 0,5 ml 95 % etanolu

2. Inkubace 30-40 min. pfi pokojové teploté

3. Inokulace (optimélni je pouZit sediment po centrifuga-
ci 5-10 min pti 2500-3000 ot./min) povrchu pevné se-
lektivni pidy pro kultivaci CD (CCFA - cykloserin-
cefoxitin-fruktézovy agar, CDC brucella krevni agar...)
dvéma kapkami suspenze

4. Inkubace 48-72 hodin v anaerobnim prostfedi pii tep-
loté 37 °C. CD vyristad ve formé plochych bélavych
nebo Sedobilych kolonii s nerovnymi okraji bez hemo-
lyzy.

5. Konfirmace narostlych kolonii CD: orientaéné mikro-
skopicky — ndlez gram pozitivnich ty¢ek se sporami,
biochemicky — komer¢nimi testy (ANAEROtest 24...)

6. U klinicky vyznamnych kmeni, stejn€ jako izolatd
z rekurentnich infekci nebo z divoda epidemiologic-
kych je vhodné ovéfit citlivost in vitro k metronidazolu
pfipadné vankomycinu, optimalné E- testem.
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Tabulka 1: PREHLED ZAKLADNICH LABORATORNICH METOD URCENYCH K PRUKAZU CLOSTRIDIUM DIFFICILE

(upraveno podie CDC) [1]
C. | Diagnosticky test Trvani testu | Citlivost | Vyhody Omezeni
1 | Anaerobni kultivace 2-3 dny 85-100 % | Moznost dalsi molekuldrni typizace | Primarné nerozliSi toxické a netoxické kmeny
2 | Prikaz CPE na tkafovych 2 dny 94-100% | Zlaty standard, prikaz FaleSnd pozitivita, narocnost provedeni
kulturach a neutralizaéni test véetné toxin A negativnich kmend
3 | CD specificky antigen - GDH | 15-45 minut | 58-92 % | Jednoduchost testu, prikaz NerozIisi toxické a netoxické kmeny,
(glutamat dehydrogendza) toxin A negativnich kmen( moznost zkfizené reakce s jinymi anaeroby
4 | ELISA (toxin Ai B)* 2 hod. 80-95 % | Jednoduchost testu, rychlost,
priikaz obou toxin{i Jednoduchost testu, rychlost,
5 | Imunochromatograficka <1 hod. 60-58 % | prikaz obou toxind Vy&3i riziko omezené citlivosti
metoda (toxin A i B)*
6 | PCR (prikaz tox.gend) Vysoka citlivost Chybi standardizace, interpretace

* nékteré testy detekuji pouze toxin A, coz mize vést kmend, které produkuji pouze toxin B, k faleSné negativnim vysledku
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