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Clostridium difficile

Sporulujici obligdtni anaerob
Vysokd odolnost ( zevni vlivy, desinfekce, antibiotika..)
Soucdst flory GIT u 3-5 % populace (T kojenci a stafi
lidé)

Virulentni kmeny — produkce toxinU ( A - enterotoxin,

B - cytotoxin, bindrni toxin)

- infekéni potencidl pro vznik rizné zdvaznych stievnich
infekci - CDI
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Pocdtek tisicileti — zména epidemiologie a
zdvaznosti CDI

Po roce 2002 : USA, Kanada, GB, NL, IR, FR, GE...
hypervirulentni ribotypy -027,001,078,176
Vysokd spotieba nékterych skupin antibiotik — FQ,
potencované aminopeniciliny, cefalosporiny..
Ndrust vnimavé populace — vék, komorbidity,
imunosuprese...

Mdlo efektivni kontrola infekci v nemocnicich —rozdilnd
pravidla nez v ostatnich nemocnicnich puvodcu..



Podminky vzniku CDI

PFitomnost toxigenniho kmene C. difficile

Potlaéeni fyziologické mikrofléry — antibiotika ( 90%)
Zhorsend strevni peristaltika

Imunodeficit

Inhibitory protonové pumpy, H2 blokdtory...

C. difficile Vék, imunita,
l koIoTzace . Antlblotlka .F
Nemocnice, strava, Asymptomatické nosicstvi C. difficile
prostredi.. C. difficile diarrhoea

Zilberberg MD, et al. Emerg Infect Dis 2008



Laboratorni diagnostika a redlnd
incidence CDI

Esencidalni pro potvrzeni diagnézy, ale...
Kdy zaslat vzorek do laboratore
- informovanost, zdjem, obavy z pozitivniho ndlezu...

Jaké testy pouzit
=\
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Jaké vysledek sprdvné interpretovat —Y

ruzné metody neddvaji vzdy jednoznaény a totozny

vysledek..



Indikace laboratorniho vysetreni

C.difficile

Projmovita stolice

Frekvence >3 stolice /24 hodin

Formovand stolice - vyjimky
— paralyticky ileus, epidemiologické
divody..

Uloha laboratofe, LP, kritéria odmitnuti
vzorku k vysetreni

1. McDonald LC. et al. Clinical Practice Guidelines for Clostridium difficile Infection in Adults and
Children: 2017 Update by the Infectious Diseases Society of America and Society for Healthcare
Epidemiology of America . Clin Infect Dis. 2018



Doporuceni ESCMID...

Testovat vSechny zaslané vzorky prijmovité stolice i
bez pozadavku klinika (vyjma déti do 3 let )’

Studie EUCLID — 23 % falesné negativnich vzorks

bez podezrieni na CDI nebo pochybenim pfi

transportu a vysetfeni?

MoZnosti v CR 2

1. Crobach MJ,et al. European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases:update of the
diagnostic guidance document for Clostridium difficile infection. Clin Microbiol Infect. 2016

2.Davies K,.et al. Underdiagnosis of . difficile across Europe: the European, multicentre, prospective,
biannual, point-prevalence study of CDI in hospitalised patients with diarrhoea (EUCLID). Lancet
Infect Dis. 2014



Transport

Nestabilita toxin0 — falesné negativni
vysledky ¢

zpracovdni v co nejkratsi dobé

dlouhodobd stabilita pri chladnickové
teploté (4 C°)
Ubytek cytotoxické aktivity toxinu pfFi
zmrazeni (- 20 C9)

Freeman J, Wilcox MH. The effects of storage conditions on viability of
Clostridium difficile vegetative cells and spores and toxin activity in human faeces. J Clin Pathol. 2003



Laboratorni diagnostika CDI
N

1 Konfirmace nebo vylouceni CDI, ale...

(1 ruzné metody detekuji ruzné cile s ruznou citlivosti :

Cilova struktura

Toxiny C.difficile (stolice) EIA
CCA ( cytotoxicita na
tkanovych kulturach) *

C.difficile Kultivace
GDH
Toxigenni C.difficile PCR

Toxigenni kultivace*

* referenéni metody detekujici rizné cile



Testovdni - doporuceni

Jeden test je nedostatecny
Dvou stupnovy algoritmus
prvni linie : GDH ( EIA) nebo PCR
ndsledné : A/B toxiny — EIA

+ doplnkové testy

EUCLID - : méné nez 40 % laboratofi nepouzivd optimdlni strategii testovani '

Surveillance Evropa 2016 -17 : 30 % nemocnice nepouzivd optimdini dg.
algoritmus

1.Davies K,.et al. Underdiagnosis of . difficile across Europe: the European, multicentre, prospective,

biannual, point-prevalence study of CDI in hospitalised patients with diarrhoea (EUCLID). Lancet Infect Dis.
2014



Interpretace |
—

GDH nebo PCR negativni

C. difficile neni pfitomno nebo se nejednéa
o toxigenni kmen

GDH —glutamdatdehydrogendza — EIA TEST;
PCR prikaz genl produkce toxinl

GDH nebo PCR pozitivni + toxin A/B
pozitivni

Toxigenni kmen, vysoka
pravdépodobnost CDI




Interpretace |
—

Toxin A/B -

Moznost pritomnosti toxigenniho i
netoxigenniho kmene
CDI x kolonizace
Dopliikovy test — PCR nebo TC
Klinika /laboratof 2

Negativita toxind mize byt zpusobena nizkou senzitivitou testu
pochybenim v preanalytické fazi, vyjimeéné souc¢asnou ATB Iécbou



Interpretace I
—

Toxin A/B -

Pfitomnosti toxigenniho kmene

CDI x kolonizace
Klinika 2

Negativita toxin0 mize byt také zpUsobena pochybenim v
preanalytické fdazi, nizkou senzitivitou testu, vyjimeéné soucasnou atb
|é€bou

PFi prijmu epidemiologické riziko !



GDH +, toxiny A,B negativni 2

Netoxigenni kmen
Asymptomaticky nosiC toxigenniho
kmene, nizka nebo zadna produkce toxinu

Falesné negativni test — nizka senzitivita,
muze se jednat o aktivni infekci

Falesné pozitivhi GDH
Pochybeni v preanalytické fazi

izolace symptomatickeho pacienta



Opakované testovdni

Ne pfi prvni pozitivité v rdmci jedné prijmové
epizody

Pri prvnim negativnim vysledku pfi vyznamné
klinické suspekci a/nebo epidemiologické situaci (
pozitivita 0,9 — 8.2 %)

Ne kontrola Ucinnosti 1écby ( 56 % zUstdvd pozitivni
po lécbé v rozpéti 1 — 4 tydnl po ukonceni lécby)

Crobach MJT.et al. Diagnostic Guidance for CDI Adv Exp Med Biol. 2018



Doplnkovd mikrobiologickd vysetreni

N
0 Kultivace, PCR, molekuldrni typizace

-1 Ribotypizace ( amplifikace ISR — oblast mezi 16 S —
23 S rRNA — [isim se poctem alel a délkou ISR)

0 Rozdilné vlastnosti ribotypU ( RT) — virulence,
sporulace, adherence..

0 Epidemické ribotypy — 027,017,078,001...176

0 Predikce klinického pribéhu ( zavaznost, mortalitq,
rekurence...)

0 Epidemiologické souvislosti
0 Podminka efektivni kontroly CDI



Struktura RT v CR a Evropé& 2017

393 izolatu C. difficile DIAGNOSTICKA LABORATOR C. DIFFICILE INFEKCI

RTO01 n=127, 32,2%, 17 nemocnic
RT176 n=42, 10,7%, 11 nemocnic _ . o
RTO027 n=9, 2,3%, 4 nemocnice 1265 izolatd C. difficile
Jiny RT n=216, 54,8%, 17 nemocnic

m001 m176 m027 mOstatni
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Distribuce RT v eskych nemocnicich
2017

45

40

3 RT176 — 11 nemocnic
“ RTO01 — 17 nemocnic

1
0|I||I|II. IIl
A B C D E F G K

H176 m1 mlJiné

25

[%,]

o

(%]

I. |.I I I.I I‘ ||| ..| I
| M N (6] P Q

H J L



Ribotyp 001

Nozokomidlni puvod

Vysokd virulence

Multirezistence

Vyssi mortalita a pocet rekurenci
V CR cca 1/3 viech izolovanych ribotypd

Rezervy v kontrole infekci a spotiebé antibiotik (
fluorochinolony)

Krehelova M. et al. The predominance and clustering of Clostridioides (Clostridium) difficile
PCR ribotype 001 isolates in three hospitals in Eastern Slovakia, 2017. Folia Microbiol



Zdavér — laboratorni diagnostika CDI

Zadny laboratorni test /algoritmus neddva 100 %
jistotu

Vyznamny vliv indikace vysetreni,odbérové
soupravy, metody testovdni a interpretace
Konecné rozhodnuti o diagnéze CDI musi vychdzet
z komplexniho mezioborového posouzeni

Vysokd homogenita ribotypu svéddi pro Casty
nozokomidlni zdroj a prenos |



Dékuji za pozornost




