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Souhrn:

V poslednich letech dochazi k naristu vyskytu C. difficile. Infekce vyvolané timto
klostridiem jsou vnimané jako nozokomidlni infekce, souvisi totiZ s antibiotickou 1écbou.
Tato bakalafska prace se nezabyva pouze C. difficile ale i ostatnimi zastupci rodu

Clostridium. Bakalaiska prace je rozdélena na dve ¢asti, a to teoretickou a praktickou.

Teoreticka Cast je vénovana jednotlivym zastupciim tohoto bakteridlniho rodu, kde
obecné popisujeme jejich morfologii, vyskyt, patogenitu, onemocnéni, diagnostiku a 1é¢bu
jimi vyvolanych onemocnéni. Prakticka ¢ast je zaméfena pouze na zastupce C. difficile. Tyka
se laboratorni diagnostiky C. difficile na UM FN Plzef, zvy3eni vyskytu toxigennich kment,
vyskytu CLDI onemocnéni v riznych vékovych kategoriich a ovlivnénim pandemie

COVID-19 na poctu vySetieni.
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Summary:

In recent years, the occurrence of C. difficile has increased. Infections caused by this
clostridium are perceived as nosocomial infections, because they are related to antibiotic
treatment. This bachelor thesis does not deal only with C. difficile but also with other mem-
bers of the genus Clostridium. The bachelor thesis is divided into two parts, theoretical and
practical.

The theoretical part is devoted to individual representatives of this bacterial genus,
where are generally describe their morphology, occurrence, pathogenicity, disease,
diagnosis and treatment of diseases caused by them. The practical part is focused only on
C. difficile. It concerns the laboratory diagnosis of C. difficile at the University Hospital
Pilsen, an increase in the incidence of toxigenic strains, the incidence of CLDI disease in
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UVOD
V bakalaiské praci se zabyvam bakteriemi rodu Clostridium s hlavnim zamétenim
na druh C. difficile. Jedna se o anaerobni sporulujici grampozitivni ty¢inky, které produkuji

toxiny. V malém mnozstvi jsou soucasti fyziologické mikroflory stiev.

Pii poskozeni stfevni stény mohou vyprodukované toxiny zpusobit véazna
onemocnéni. Mezi onemocnéni vyvoland klostridiemi patii naptiklad tetanus, botulismus,
pseudomembranozni kolitida, post-antibioticka kolitida ale i gangréna nebo celulitida.
Zajimavosti klostridii je, Ze pfi nepfiznivych podminkdch vytvari sporu, ve které jsou

schopny piezit i neptiznivé podminky.

C. difficile se objevi jako patogen pii poSkozeni stievni stény, ktera muze byt
vyvolana napiiklad antibiotickou 1é¢bou. Kvuli pandemii COVID-19 byly nemocnice
pieplnéné pacienty s pozitivnimi vysledky na SARS-CoV-2. Pacienti podstupovali
antibiotickou 1écbu a pravé ptfi dlouhodobém pouzivani antibiotik dochazi k poskozeni

stievni stény.

Téma bakalaiské prace jsem si vybrala na zékladé poslednich dvou let a probihajici

pandemie. Rozhodla jsem se zjistit, jaky vliv mél koronavirus na vyskyt C. difficile.

Bakalatsk4 prace ma dvé ¢asti, teoretickou a praktickou ¢ast. V teoretické Casti se
zabyvam jednotlivymi zastupci. Vénuji se jejich morfologii, vyskytu, onemocnénim,
patogenité a patogenezi, ale i 16Cb&. V teoretické Casti jsem se nejvice zamétila na C. difficile
a onemocnéni, které zpusobuje. Prakticka ¢ast je o postupu laboratorni diagnostiky
C. difficile, jaké testy a metody se pouzivaji ve FN Plzen. Ale také se zabyvam jeho
vyskytem, kdy jsem provadéla kvantitativni vyzkum. Vyhodnocuji data z UM FN Plzeii

v letech 2018-2021. Také porovnavam vyskyt béhem covidového a necovidového obdobi.

Cilem bakalaiské prace je ukazat zpiisob laboratorni diagnostiky, porovnat vyskyt
béhem poslednich ¢tyf let. Také poukazat na to, Ze infekce vyvolané C. difficile patii mezi

nejcastéj$i nozokomidlni infekce.
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TEORETICKA CAST

1 ROD CLOSTRIDIUM

Bakterie z rodu Clostridium jsou anaerobni grampozitivni sporulujici ty¢inky, které
se fyziologicky vyskytuji ve stfevni mikroflote. Najit je ale také miizeme V pfirod¢, kde se
vyskytuji v podobé spor vpudé a ve vodé. Klostridia lze také nalézt Vv potravé
kontaminované sporami pii jejim zpracovani. Spory jsou velmi odolné tutvary, ulozené
uvnitt  buiiky bakterii, které pomahaji mikroorganismim dlouhodobé piezivat
V nepiiznivych podminkach. Klostridia se vyskytuji jako saprofyté, kteti ale vzhledem

K tvorbé toxinii mohou vyvolat t¢Zka onemocnéni u ¢lovéka. [1, 2]

Bakterie rodu Clostridium se déli podle produkce toxind, efektu na cilové organy
a mechanismu G¢inkd. Rozdé¢luji se na klostridia neurotoxicka (Clostridium botulinum
a Clostridium tetani), enterotoxicka (Clostridium perfringens), enterotoxicka a cytotoxicka
(Clostridium difficile) a histotoxicka (napt. C. perfringens, Clostridium histolyticum,
Clostridium novyi a Clostridium septicum). [1]

Anaerobni prostiedi je pro rust a kliceni spor klostridii dulezity, ale 1 pfesto existuji
nékteré rody, které jsou aerotolerantni, coZz znamenda, Ze jsou schopné tolerovat malé

mnozstvi kysliku v prostiedi (napi. C. perfringens a C. tetani). [1, 2, 3]

1.1 Klasifikace rodu

Taxony: Doména Bacteria
Kmen Firminicutes
Ttida Clostridia
Rad Clostridiales
Celed Clostridiaceace
Rod Clostridium

13



1.2 Morfologie
Vegetativni formy klostridii maji tvar ty¢inek, které jsou relativné velkeé, silné, Sirsi
nez 0,5 pm a vétSinou diky bi¢iklim pohyblivé. Typickou vlastnosti je tvorba kulatych

nebo ovalnych spor. [4]

Spory se vyskytuji uvnitf bakteridlni bunky, a proto se nazyvaji
endospory. Umisténi spor se mize lisit, protoZze mohou byt ulozené centraln¢, subterminalné
nebo terminalné€. Tvorba spor se nazyva sporulace. Zac¢ina ve chvili, kdy dojde ke zhorSeni
zivotnich podminek. Tento proces zacind replikaci DNA, kdy dochézi ke vzniku nové
dvousroubovice DNA. Nové vzniklé dvousroubovice jsou tvofené plivodnim a nové
syntetizovaném vlaknem. Dojde Kkrozvinuti chromosomu do dlouhého vlakna,
aby mohla probéhnout replikace. Invaginaci plasmatické membrany se vytvoii septum, tim
dojde k rozdéleni burnky na dva celky. Oba dva vzniklé celky obsahuji DNA. Mensi ¢ast se
nazyva prespora, ktera je obalena septem a ma dvojitou membranu. V prostoru mezi
membranami se vyskytuje kortex, ktery je tuhy a je tvofen peptidoglykanem. V prespote je
uloZené zna¢né mnozstvi kalcia a tvoii se zde kyselina dipikolinova. Dipikolat vapenaty se
vyskytuje pouze ve sporach. Dalsi vrstva peptidoglykanu vznika pod kortexem a na povrchu
utvaru jsou ulozeny proteinové obaly, které obsahuji velké mnozstvi cysteinu. Sporulace je

ukonc¢ena rozpadem matetské bunky. [4, 5]

Spory jsou velmi rezistentni k vysokym teplotam, kyselinam, organickym
rozpoustédlum a dezinfekénim latkam. Ni¢i se vystavenim vysoké teploty 120 °C po dobu

dvaceti minut — autoklavace. [4, 6]

plast

vnéjsi membrana

kortex

bunééna sténa
burky

vnitini membrana

Obrazek 1: Struktura bakterialni endospory, pievzato z [22]
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yvchidy

Obrazek 2: Ulozeni endospor v bufice, pievzato z [22]

Bunécénd sténa je pevna a silna vrstva, ktera chrani obsah buiiky a slouzi k udrzeni
tvaru bakterie. Zakladem bunééné stény je peptidoglykan, ktery se sklada z vrstev
polysacharidovych fetézcl. Struktura bunécné stény se hlavné li§i u grampozitivnich
a gramnegativnich bun¢k. Grampozitivni bakterie, takze i1 klostridia, maji silnou vrstvu
(20 nm) peptidoglykanu s fetézci kyseliny teichoové, coz je kysely polysacharid, a i fetézce
kyseliny lipoteichoové. Béhem Gramova barveni nedochazi v buiice k vymyti krystalové
violeti s jodem, tim padem bunka pod mikroskopem je modra. Gramnegativni buiiky maji

a lipopolysacharidy. [4]

(5

N I T T
R VUL IHHL AREHURER P

Obrazek 3: Stavba stény grampozitivni bakterie, pfevzato a upraveno z [23]

Cytoplazmatickd membréana
Peptidoglykan
Fosfolipidy

Membranové proteiny

o bk~ w0 Dnp ke

Kyselina lipoteichova
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Klostridia jsou pohybliva diky zvinénym vlaknitym utvartim, kterym fikame biciky.
U bic¢ikl rozeznavame vldkno, kolénko a bazalni télisko. Vldkno je tvofeno podjednotkami
bilkoviny flagelin. Podjednotky flagelinu jsou poskladany spirdlovité¢ s dutym centrem
vladkna. Smér bic¢iku méni kolénko az o 90 ° a bazalni télisko, slouzici jako stator, se sklada

z prstencu. Klostridia maji po celém svém povrchu biciky. [4]

vldkno

vidkno ‘

hacek

vnéjéimembréana 4%
(¢

vrstva C==9-GErod
peptidoglykanu G-

periplazmaticky
prostor  SSERSSEER

plazmaticka _’mﬂm !

R O 2 OO POOOOOCOOCEOAAHAARAX

Obrazek 4: Stavba bi¢iku u gramnegativnich (a) a grampozitivnich (b) bakterii, pfevzato z [24]

1.3 Vyskyt

Vétsina bakterii z rodu Clostridium se vyskytuji jako neskodni saprofyté. Jen néktera
Klostridia jsou patogenni pro ¢lovéka, mohou zptsobovat choroby jako je kolitida a prijem,
botulismus ¢i tetanus. Saprofyté jsou organismy, které pro svij zivot vyuzivaji hnilobné
procesy jiného organismu. Hnilobné procesy jsou anaerobni, coz jsou vhodné podminky pro
zivot bakterii rodu Clostridium. Schopnost klostridii tvofit spory je dulezita pro jejich
pfezivani ve velmi nepfiznivych podminkach a tim dochazi k velkému rozsifeni v ptirod¢.
Do nepfiznivych podminek miiZzeme zahrnout teplotu, chemické latky, vyschnuti

nebo zafeni. [2, 7]

Spory se nachazeji v prachu, ve vod¢, vpudé ale také je muiZeme najit

Vv kontaminovanych potravinach. [2]
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1.4 Fyziologie a rust

Nizs8i redoxni potencidl, ptiblizné¢ — 100 mV, je velmi podstatny pro rast klostridii.
Poskytuje spravné fungovani enzymi, které¢ se podili na oxida¢né-redukénich procesech
V buiice. Proto se ke kultivaci pouzivaji ptidy obohacené o redukujici latky jako je naptiklad
cystein, glukosa a vitamin K. Pravé Wilkinstv-Chalgrentiv agar vyuzivajici se ke kultivaci
klostridii je obohacen o vitamin K. Vé&tSinu patogennich bakterii pro ¢lovéka z rodu

Clostridium, ale muzeme kultivovat i na klasickém krevnim agaru v anaerobnim prostiedi.

[2]

Clostridium haemolyticum je velmi citlivé ke kysliku, snese pouze 0,5% koncentraci.
Méné citlivé je C. perfringens, které snese az 5 % kysliku v prostredi. Zakladem citlivosti
bakterii zrodu Clostridium je fakt, Ze nemaji cytochromy, katalazu a vétSinou zadnou
peroxidazu. Peroxidazy ma C. perfringens, ale malo funk¢ni. Diky tomu muize nastat rozpad
vzniklych peroxidii a superoxidi, a nasledné tim dojde k otraveni bunky. Pfechodné

produkty vzniklé reakci mezi prostiedim a kyslikem mohou také poskodit buiiky klostridii.

[8]

Redukované prostiedi, se zapornym oxidoredukénim potencidlem, dovoluje
bakteriim z rodu Clostridium se rozmnozit i pfi vy$§im mnozstvi kysliku v okoli. Enzymy
s dvojmocnym Zelezem, takzvané feredoxiny, vyuZzivaji klostridia pii svych
oxidoredukénich procesech. Zacinaji pracovat az pii zaporném oxidoredukénim potencidlu
Vv prostiedi, rozmezi -100 az -200 mV, a rozmnozovani klostridii zacind pii dosaZeni

zminéného rozmezi. [8]

Energii ziskavaji anaerobni glykolyzou neboli jinak fe€eno fermenta¢nimi procesy.
Klostridia maji hojnou enzymatickou vybavu umoznujici vétsing bakterii tohoto rodu kvasit
sacharidy nebo rozkladdat proteiny. Na zdklad¢ jejich metabolismu je mizeme rozd¢lit
na druhy rozkladajici bilkoviny, druhy schopné vyuzivat bilkoviny i sacharidy, druhy §tépici
jenom sacharidy a druhy schopné vyuzivat puriny a pyrimidiny. Zkombinovanim vyse
uvedenych druhii vzniknou 4 skupiny klostridii. Do 5. skupiny fadime druhy mnoZici se
na kultiva¢nich ptdéach obsahujici purin nebo pyrimidin. Klostridia maji velmi pestré
biochemické procesy. Mezi produkty metabolismu zafazujeme plyny, alkoholy, indol,

organické kyseliny, poptipadé¢ skatol a enzymy. Nékteré produkty se vyuzivaji diagnosticky
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v takzvanych pestrych tadach, ale napiiklad alkoholy se obvykle stanovuji plynovou
chromatografii. Chromatogramy nékterych druhii jsou velmi podstatné pro urceni diagndzy.
[2.8]

1.5 Patogeneze a patogenita

Jen nékteré druhy zrodu Clostridium jsou schopné vyvolat nemoci u ¢lovéka.
Patogenni klostridia pro c¢lovéka jsou napf. C. tetani, C. perfringens, C. difficile
a C. botulinum. Mohou zpusobit kolitidy a prajmy, botulismus, tetanus, otravy jidlem
a myonekrézu. Nemoci jsou zpiisobené jejich schopnosti piezit v neptiznivych Zivotnich
podminkach. Jak uz jsem zminila v pfedchozich odstavcich, klostridia se rozd¢luji podle
produkce toxinu, mechanismus u¢inku a efektu na cilové organy na klostridia enterotoxicka

a cytotoxicka, neurotoxicka, enterotoxicka a histotoxicka. [1, 2, 9]

Mezi enterotoxicka klostridia patii C. perfringens, které zptsobuje otravy jidlem
spojené s masnymi vyrobky udrzovany pii teplotach mezi 5 — 60 °C. Mohou také zpuisobit
infekce mékkych tkani. C. difficile se fadi mezi enterotoxicka a cytotoxicka klostridia,
zpusobujici nozokomialni prijmy, které mohou vést az ke smrti. Prijmy se objevuji
5 — 10 dni po zah4jeni 1écby antibiotiky. Také zplsobuje pseudomembranozni kolitidu.
Kolitida je zdvazné onemocnéni, pfi kterém pacient trpi silnymi kiec¢emi v bfisSe, horeckou,
prijmy a ulceraci stfevni sliznice. Do neurotoxickych klostridii patii C. tetani
a C. botulinum. Oba dva tyto patogeny u cloveéka zplsobuji zavazna onemocnéni.
Clostridium tetani vyvolava onemocnéni zvané tetanus projevujici se tonickymi kie¢emi
a ztratou koordinace pohybu. C. botulinum zptsobuje botulismus, ktery se projevuje
blokadou parasympatiku a paralyzou pfi¢né pruhovanych svalu. C. perfringens, C. septicum,
C. novyi a C. histolyticum patii mezi histotoxicka Klostridia, ktera zpisobuji infekce

meékkych tkani (napf. plynata snét), enterotoxik6zy a nekrotizujici enteritidu. [1, 9]

Hlavnim faktorem v patogenezi je tvorba toxint, hlavné se jedna o toxiny letalni
a klasické nekrotizujici. Dalsimi faktory podilejici se na patogenezi jSou proteindzy, DNaza,
hemolyziny, hyaluroniddzy, jiné lecithindzy c. Dale se procesu ucastni také produkty
metabolismu naptiklad histamin, sirovodik, ¢pavek a serotonin. Ur¢ité druhy klostridii, jako
je C. perfringens a C. septicum, maji schopnost rychle pronikat do krevniho obéhu a tkani

a vyvolavat sepsi. Pfevazné je invazivita omezena az nulova. [8]
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1.6 Toxiny

Z exoproduktt bakterii rodu Clostridium jsou nejpodstatnéjsi jejich toxiny a latky
s nimi synergicky pusobici. K jejich tvorbé dochazi ptimo v bakterii. Toxiny vznikaji dvéma
zpusoby. Do okoli se uvolnuji bud’ pfi rozmnozovani kmene (toxin alfa C. perfringens),
nebo pii rozpadu buniky (napf. toxiny C. difficile). Toxiny se mohou vyskytovat i ve sporach.
Molekuly toxinu s letalnim G¢inkem se oznacuji jako hlavni toxiny neboli alfa toxiny.
Letalni toxin ma soucasné ucinek jak nekrotizacni tak i hemolyticky. Mnozstvi toxinu
stanovujeme v minimalnich davkach, které jsou schopné vyvolat stanoveny efekt jako je
napiiklad smrt (minimalni letalni ddvka — DLM) ¢i nekréza urcité velikosti (minimalni
nekrotiza¢ni davka — DMN). Mezinarodni antitoxické jednotky (UA) pouzivame u velmi

efektivnich toxint, jako jsou neurotoxiny C. tetani a C. botulinum. [8]

Exotoxiny maji bilkovinny nebo polypeptidicky charakter. Pfi vpraveni exotoxinl
parentalni cestou do organismu, na né =zafne naSe télo reagovat tvorbou
protilatky — antitoxinu. Formolem muizeme nékteré toxiny polymerizovat v imunogenni

toxoidy. Jediny toxoid, ktery se pouziva je toxoid C. tetani k pfedchazeni tetanu. [8]

1.7 Epidemiologie

Klostridiové toxoinfekce maji endogenni nebo exogenni pivod. Mezi exogenni
pficiny patii naptiklad urazy v pfirodé, kdy se do rany dostanou pomoci prachu a necistot
z okoli spory klostridii. Do endogennich plivodct zafazujeme spory v potravinach, které
zkonzumujeme, mohou byt ve formé spor ¢i uz toxini. Ale také zde patii mikroflora tlustého
stteva, obCas z vaginy nebo zlu¢niku. Plynaté snéti a sepse pii poSkozeni stiev jsou

vysledkem endogennich ptivodct. [8]

Autoinfekce je neobvyklym stavem endogenni infekce. Mluvime o infekci
zpusobenou kontaminaci pfi operaci, kdy se do rany z kize dostanou spory C. perfringens,
které infikovali folikuly. Jedna se o nozokomidlni toxoinfekci. Rika se, ze ¢im blize

operujeme Kk fitnimu otvoru, tim je vyskyt spor C. perfringens vyssi. [8]
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2 CLOSTRIDIUM DIFFICILE

C. difficile se vyskytuje ve stieveé ptiblizn¢ u 5 % zdravych jedinct. Puvod infekce
muze byt endogenni nebo exogenni. Endogenni infekce vznikd po podani antibiotik,
predevsim cefalosporind, Sirokospektralniho penicilinu a klindamycinu, kdy dojde ke zméné
fyziologické mikroflory. Antibiotika svym uc¢inkem eliminuji stfevni mikrofloru
a C. difficile, které je velmi rezistentni se piemnozi, a poskozuje stfevni sliznici. Exogenni
infekce jsou zptisobené sporami, které jsou velmi odolné a mohou kontaminovat nemocnic¢ni
prostiedi. C. difficile zpisobuje nejcastéji infekce, které jsou spojené se zménou stievni
mikroflory, ale zpisobuje i poruchu stfevni imunity a celkovou imobilitu pacienta. Kojenci
maji v gastrointestinalnim traktu vys$si vyskyt C. difficile nez dospéli jedinci. U déti tento
vyskyt nesouvisi s klinickym onemocnénim. K Sifeni v komunité dochazi pomoci domacich
zvitat a je mozné, Ze i nékteré masné produkty mohou byt prosttedkem pro pienos. Urcité
ribotypy C. difficile maji hypervirulentni charakter diky kterému se mohou Sifit
ve zdravotnickych zafizenich. Patii mezi né naptiklad ribotyp 027. Zjistilo se, Ze produkuje
veétsi mnozstvi toxini A a B nez ostatni nemocni¢ni kmeny. Zptsobuje t€zké prijmy. [2, 7,

10]

2.1 Morfologie

Jedna se o grampozitivni sporulujici anaerobni tyCinky, které maji variabilni velikost
bun¢k. Bunky ve vegetativni form¢ jsou mensi, dosahujici rozmért 0,6 x 4—6 um, nebo velké
1,2-1,6 x 6-16 um. Dochéazi k volné tvorbé spor in vivo a v kultufe, ackoliv bunky
ve vegetativni formé (bez spor) umiraji rychle v prostiedi, kde je kyslik. Spory C. difficile

jsou velmi odolné vici vysokym teplotam. [1, 2, 9]

C. difficile masivné sporuluje ve stfevech, ale in vitro uz neni sporulace tak vydatna,
proto pro jeji navySeni piidavame do kultiva¢nich pud Zloutky a zlucové soli. Kolonie
Klostridia maji okrouhly tvar. C. difficile je rezistentni k cefoxitinu a velké mnozstvi kmend

I ke klindamycinu na rozdil od ostatnich druht klostridii. K vankomycinu je velmi citlivé.

[8]

2.2 Kultivace a diagnostika
Kultivace C. difficile je pomérné naro¢na, jak ¢asové, tak i provedenim. Vyzaduje
pouze anaerobni prostiedi. Pro snazsi kultivaci se pouzivaji selektivni pudy, které obsahuji
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antibiotika. Urcuji se jak toxigenni, tak i netoxigenni kmeny. Vzdy se musi doplnit test

na prikaz toxinu. [11, 12]

Pro diagnostiku je uréeno nékolik molekularné-genetickych a mikrobiologickych
testi. V praxi se vyuziva jen urCita Cast testi. Dulezité je také spravné odebrani vzorku
a jeho skladovani. Stolice se nesmi skladovat déle nez 24 hodin. Toxiny ve stolici jsou totiz
bilkovinné povahy a mohly by denaturovat. Vysledek by tim padem mohl vyjit falesné
negativni. V laboratofi se nejvice pouzivaji enzymové imuno-assay metody na prikaz toxinu
A a B. Vyhodou této metody je rychlost, nizkd cena a vysoka specifita. Nevyhodou je

relativné nizka senzitivita. [12]

2.2.1 Enzym glutamatdehydrogeniza
Jedna se o specificky marker pro C. difficile. Dfive se stanovoval latex-aglutina¢nim

testem, ktery mé¢l nizkou senzitivitu, nynéjsi EIA testy maji lepsi senzitivitu a specifitu. [12]

2.2.2 PCR metoda
Metodou PCR se stanovuji geny pro toxiny A a B ze vzorku stolice ¢i v bunééné

kultufe. Nevyhodu této metody je vyssi cena a odborna naro¢nost. Tato metoda se spise

pouziva ve vyzkumu. [12]

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Jedna se o nové vyvinutou metodu genové amplifikace kombinujici jednoduchost,
rychlost a vysokou specificnost. Pfi LAMP reakci jsou dané geny amplifikovany pii stalé
teploté opakovani dvou typt elongacnich reakci. Na zékladé této metody se vyvinulo nékolik
testll, kdy je jednoduchost zachovana ve vSech krocich od extrakce nukleovych kyselin

az po detekci amplifikace. Reakce LAMP ma Sirokou $kalu vyuziti. [13]

Piti LAMP reakci vyuzivame genovou amplifikaci, ktera opakuje dva typy
elongacnich reakci. Elongaéni reakce probihd pies smyckové oblasti. Pfi této reakci se
pouziva dvojice vnitinich a vngjSich primert. Kazdy z vnitinich primeri mé sekvenci
doplnujici jeden fetézec amplifikacni oblasti na 3¢ konci a je totozna s vnitini ¢asti stejného
fetézce na 5° konci. Pti elongaci syntetizuje se nové vlakno DNA pomoci DNA polymerazy.
Tato metoda funguje na zakladnim principu vyroby velkého mnozstvi produkti amplifikaci

DNA. [13]
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2.2.3 Cytotoxinova assay
Metoda je zalozena na pfidani stolice do bunééné kultury fibroblasti. Sleduje se

cytotoxicky efekt toxinu. Nevyhodou je vyssi cena a vys$si ¢asova naro¢nost. [12]

2.3 Klinicky obraz

Klostridiova kolitida nejcastéji vznika jako nasledek piedeslé antibiotické 1éCby
a projevuje se vétSinou jako akutni prijmové onemocnéni. OznaCujeme ji jako CDI -
Clostridium difficile infection. Vznika zejména po aminopenicilinech, fluorochinolonech
a cefalosporinech vSech generaci. NezaleZi na sile antibiotik, protoze vSechna antibiotika
narus$uji pfirozenou mikrofloru stieva. Vznik CDI je né€kolik dni az tydnli. MiiZe se projevit
uz béhem antibiotické 1éCby nebo az 3 mésice po jejim konci. CDI probihd bud
asymptomaticky, nebo jako nekomplikovand kolitida. Muze dojit ke zvratu, kdy dojde

az k pseudomembranozni kolitid¢. [14, 15]

Tézké formy kolitidy jsou doprovdzené meteorismem, bolestmi biicha
a progresivnim oslabovani peristaltiky stfev vedouci az k rozvoji ileu. Horecka a zvraceni se
pokazdé nevyskytuji, onemocnéni miiZze probihat i bez nich. Priijmy jsou cetné, obcas
pachnouci, vétSinou nejsou silné a objemné. Laboratorné prokazujeme lehce zvySenou

hladinu C-reaktivniho proteinu s vyraznou leukocytozou. [15]

Nejtezsi formou kolitidy je toxické megakolon, pii kterém dochazi k rozvoji
paralytického ileu a nadmérné dilataci klicek tlustého stfeva, nasledné i tenkého. Velmi

ohroZuje zivot pacienta. Smrtnost je 30-50 %. [15]

K rekurencim dochazi vét§inou do dvou meésici od predeslé ataky. Vyskytly se
i ptipady, kdy pacient jich mél vice nez dvacet. Pacienti s rekurencemi jsou ohrozeni
mineralovym rozvratem, malnutrici, dehydrataci a celkovou slabosti. Opakované ataky
nemocného velmi vycerpavaji, obzvlast’ pokud se jednd o polymorbidni nebo starsi jedince.

Rekurence jsou druhou vyznamnou pfi¢inou imrti na klostridiovou infekci. [15]

2.3.1 Klostridiova kolitida
Toxigenni kmeny bakterie C. difficile jsou pivodcem kolitidy. Jedna se o akutni

infekéni onemocnéni, které zahrnujeme do skupiny stfevnich infekci. Pfenos probiha

oralné-fekalné. Zavaznost kolitidy je riznd. Muze dojit az k ohroZeni pacienta na zivot¢.
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Rekurentni kolitida je jiny projev onemocnéni, kdy pacient trpi opakovanymi prijmy, které

ho oslabuji jak fyzicky, tak i psychicky. [12, 14, 15]

2.3.2 Pseudomembranozni kolitida
Onemocnéni, pfi kterém na sténé tra¢niku dochéazi ke vzniku charakteristickych

pablan. Pablany jsou viditelné pouhym okem pfi operaci, mizeme je prokazat
endoskopickym vySetfenim. Zavaznymi komplikacemi jsou Sok a toxické megakolon
s paralytickym ileem. [14, 15, 16]

|4

Obrazek 5: Strevni sliznice s pseudomembranozni kolitidou, prevzato z [25]

Obrazek 6: Endoskopicky pohled na pseudomembranozni kolitidu, ptevzato z [25]
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2.3.3 Post-antibioticka kolitida
Jednd se o stfevni dysmikrobii, kterd vznikla nasledkem uzivani antibiotik.

C. difficile je sice ¢astym puvodcem zminéného typu kolitidy, ale neni jediny, ktery je
schopny vyvolat tento typ. Napiiklad kvasinky rodu Candida mohou vyvolat obdobny
klinicky obraz. [15]

2.4 Patogenita a patogeneze

C. difficile vytvaii dva proteinové toxiny, které jsou termolabilni. Po rozpadu bunky
se dostavaji do prostfedi. Toxiny nazyvame Toxin A a Toxin B. Toxin A je enterotoxin
vyvolavajici vodnaté, ob¢as malo hemoragické prijmy. Poskozuje stfevni sténu, ktera pak
neni schopna vstiebavat vodu. Zpiisobuje chemotaxi a tim padem i zanét stievni stény. Toxin
B patfi mezi nekrotizujici cytotoxiny. Ni¢i bunky sliznice, kdy néasledn¢ vznikaji
pseudomembrany a ulcerace. Piisobenim soucasné obou toxinli vznik4 enterokolitida.
Existuje i binarni toxin, ale jeho vyznam doposud neni objasnén. Nachézime ho u kmend,

ktery zpisobuji tézké infekce. [1, 8]

Toxin B plisobi na vegetativni nervy a hladkou svalovinu v tra¢niku. Zptisobi zastavu
sttevni peristaltiky a rozvoj ileu. Ileus podporuje rist a mnozeni mikrobl. Postupné dochazi
ke ztraté bariérové funkce stfevni sliznice a bakterie ve sttevech mohou pronikat do hlubsich

tkani. Rychle nastane sepse s vysokou smrtnosti. [14]

2.5 Terapie a prevence

Lécba CDI je individualni, postup je hlavné zalozen na vaznosti kolitidy a poctu
rekurenci. Ohled ale musime také brat na vék a pritomné komorbidity pacienta. Ataka je
Vv dnesni dobé definovana jako klinicky obraz priijmového onemocnéni, kdy doty¢ny ma tfi
a vice tidkych stolic béhem 24 hodin, nalez toxického megakolon nebo ileézniho stavu.
Noveé pii nalezu toxigenniho kmene klostridii je vyZadovano vylouceni zaménitelnych pticin
prijmii. Aktualné experti vytvareji novy oficidlni doporuc¢eny postup pro 1écbu CDI.

[15, 17]

Antibioticka 1é¢ba vedouci ke vzniku CDI se ukoncuje, pokud je to pfipustné.
Specificka terapie proti C. difficile se nemusi podavat, jedna-li se o lehkou formu CDI. Toto

opatfeni muze zpusobit uzdravu. Pokud nelze zastavit antibiotickou 1é¢bu, nahrazuji se
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pouzivana antibiotika jinym lékem s niz§im potenciadlem vzniku CDI a uz§im spektrem

Géinku. [15]

Nemocny pacient ma kolitickou dietu a je rehydratovan. Dieta musi byt nedrazdiva
anenadymava. Pti t€zké form¢e CDI je pacientovi nafizena parenteralni vyziva. Spasmolytika
a opiaty, coz jsou léky tlumici stievni peristaltiku, jsou eliminovany. Po podani téchto 1ékt
hrozi vznik toxického megakolon se zastavou peristaltiky stfev a perforace stfeva. Léky
na ztlumeni Zalude&ni acidity vedou ke vzniku CDI. V Ceské republice jsou evidovany tfi

ptipravky CDI k 1é¢bé — vankomycin, metronidazol a fidaxomicin. [15, 17]

2.5.1 Metronidazol
Plsobi na velkou ¢ast anaerobnich bakterii. Pii CDI se jako jediny mize uzivat

oraln¢ ale i parenteralné. Antibiotikum je levné a bézné pouZzivané. Nevyhodou tohoto
antibiotika je niZsi ucinnost, nez ma fidaxomicin a vankomycin. U¢innost se projevuje

opozdénym nastupem uzdraveni, ale také zvySenou moznosti 1é¢ebného selhani. [15]

2.5.2 Vankomycin
Lék, ktery se hlavn€ vyuzivd pro lécbu tézkych infekcich zpisobenych

grampozitivnimi  bakteriemi. Gastrointestinalni trakt neumi vstfebat vankomycin,
a proto tedy neni spojovan s organovou toxicitou. Tabletové ptipravky s vankomycinem
v Ceské republice nejsou evidovany. Lék se pfipravuje rozpusténim 500 mg pragku v 20 ml
vody na injekci. Lék je vyrabén ptimo na oddé€leni. Pacient vznikly roztok vypije ve ¢tyfech
davkach po Sesti hodinach. [15]

2.5.3 Fidaxomicin
Je registrovany pouze pro lécbu CDI. Je nejnovéjsi a ma 0zké spektrum.

Gastrointestinalni trakt ho nevstfebavd a tim padem nemé Zadné systémové nezadouci
ucinky. Fidaxomicin tlumi tvorbu proteinii na ribozomech a tim dojde k zastaveni tvorbé
toxind. Jeho Ucinek je rychlejsi nez Gi¢inek vankomycinu a metronidazolu. Podava se jedna

tabletu, obsahujici 200 mg po 12 hodinach. [15]
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Tabulka 1: Ptehled antibiotik rizikovych z indukce klostridiové kolitidy [17]

Bezpecné Rizikové Vysoce rizikové
Metronidazol Cotrimoxazol Cefalosporiny
Aminoglykosidy Makrolidy Fluorochinolony
Tetracykliny Ostatni peniciliny Ampicilin/amoxicilin

2.5.4 Fekalni bakterioterapie — ,,transplantace stolice*
Ve &tvrtém stoleti se v Cing ustné podavala stolice v kasovité formé pii silnych

prijmech. Pozdéji v Sestnactém stoleti se pouzivala zluta polévka (voda se stolici) pii 1é¢eni
nejriznéjsich sttevnich onemocnéni. V roce 1958 probehla prvni 1é¢ba pseudomembran6zni
kolitidy fekalnimi klystyry, kterd byla usp&Sna. Ne&kolik klinickych studii ukazalo,
Ze transplantace stolice je nejucinngj$i 1écba. Ukazaly, Ze pouhou transplantaci stolice 1ze
vylécit smrtelné onemocnéni. Pfes nasojejunalni Sondu nebo klystyrem podavame 30-500 g
fekalni kase. Darci se musi podrobit pfisnému vySetfeni na pfitomnost patogent a kontroluje
se, zda nemaji v chorobopisu pouZzivani antibiotik a potize s prijmy. Pfed zacatkem
transplantace stolice je pacient 1é¢en vankomycinem 10—14 dni. Také podavame inhibitor

protonové pumpy vecer a rano pied transplantaci. [15, 18]

Klostridiova kolitida
Nezivazni CDI Zavaina CDI Prvni rekurence Mnohocetné rekurence
i l (nebo riziko rekurence) l

Doporudend lécba: Doporudend lécha: Doporudend lécba: Doporucend lécba:
MET 3x 500 mg poo. (A-I) VAN 4x 125 mg poo. (A-I) VAN 4x 125 mg p.o. (B-I) Transplantace stolice po pied-
VAN 4x 125 mg p.o. (B-T} FDX 2% 200 mg p.o. (B-I) FDX 2x 200 mg p.o. (B-T) 1ééeni antibiotikem (A-T)
FDX 2x 200 mg p.o. (B-I) MET 3x 500 mg p.o. (C-I) VAN p.o., sestupné/pulmi
MonoklonalniIg (C-I} davkovini (B-11}
Hyvperimunni sérum (C-I1) P7i nemodnost podat ordlnf 16k FDX 2x 200 mg p.o. (B-II)
Ukonéeni dosavadni ATB Jsou nésledujici mefnosti: VAN dx 500 mg (C-II)

ledhy (C-111) MET 3x 500 mg iv. (A-II)

VAN 4x 300 mg enterdlné +

P :E_@u.:ofua.ﬁr podat _c:rt':.l':ri IGé\{gE;rj%xn:g?_?%é_‘l-H(?_Hn

I8k je pastupem volly:
MET 3x 500 mg iv. (A-1T)
Nevhodnd lécha Mmeddvat!): Nevhodnd lécha (nedavat!): Nevhoana lecha (meddvat!):
Probiotika (D-I) MET 3x 500 mg p.o. (D-I) Probictika (D-I)
Pryskviice a polvmery Hyvperimunni sérum (DI}
vafiel toxiny (D-I)

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

Podrobnosti viz text.

Pfipominime, 2e zafazeni do kategorii A aZ C ukazuje silu a spolehlivost dikazi, nikoli skutefnou iéinnost 16¢by. Léky nebo 1ééehné

postupy zafazené v kategorii B nebo C se mohou v budoucnu ukdzar stejné Géinné jako 1éky v kategorii A v soufasnosti viak nejsou

k disporici dostatedné spolehlivé udaje, kreré by jejich 0 éinnost prokazovaly.

Obrazek 7: Terapeutické moznosti CDI, ptfevzato z [15]
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3 CLOSTRIDIUM BOTULINUM
Jednd se o druh, ktery obsahuje nejméné Ny 0\ -6
Ctyfi  biologicky odlisné  skupiny. Produkuji NG

neurotoxin, ktery ma stejné fyziologické vlastnosti,

ale antigenné se liSi. Antigenni typy jsou A-G. N2 - ‘\ A i
= SRS -
Obvykle se vyskytuji ve sttevech u zvitat, kdy se prave i fi \./ D I HEE 2 . /§
: - 2% —
C. botulinum sifi ptes jejich vykaly do vody a pudy. &,\/ .2 {\Tq‘

Toto klostridium vytvaii jednu z nejtoxiétéjsich latek

Obrazek 8: Clostridium botulinum, pie-

a tou je botulotoxin. Jinak se mu fika ,,klobasovy jed*. vzato 7 [26]

[1, 6, 8]

Do prvni skupiny se zahrnuji proteolytické kmeny tvofici botulotoxin typu A, B a F.
Také se zde zarazuje Clostridium sporogenes. Ve druhé skupiné jsou =zafazeny
sacharolytické kmeny produkujici botulotoxiny typu E, B a F. Tteti skupinu tvofi kmeny,
které produkuji nekrotizujici a letalni toxin. Zde jsou uvedeny botulotoxiny typu C, D a C.
novyi. Ve c¢tvrté skupiné je zafazeno proteolytické klostridium a tim je

Clostridium subterminale, které produkuje botulotoxin typu G. [8]

3.1 Morfologie

C. botulinum je typicka klostridiova ty¢inka, ktera je grampozitivni. Ty¢inky jsou
rovné, pohyblivé, dlouhé deset a vice mikrometri a Siroké néco malo pies jeden mikrometr.
Spory C. botulinum jsou velmi odolné, pieziji totiz i né€kolika hodinovy var. Jsou
subterminalné ulozené a ovalné. Podle glykoproteinového antigenu je rozdéleno do skupin.

Typ A ma mirné zahnuté tenké ty¢inky, zatimco typy E a G maji robustni ty¢inky. [1, 6, 8]

3.2 Kultivace

C. botulinum na krevnim agaru za anaerobnich podminek vytvati bélavé, kruhové

kolonie s nepravidelnymi okraji. Kolem kolonii se vyskytuje f —hemolyza. [1, 2, 8]

3.3 Klinicky obraz

Pii alimentarni formé botulismu maji pacienti zeslably organismus, zavraté se mohou
vyskytnout do tii dnli. Dochazi k rozmazanému dvojitému vidéni (diplopie), rozsifenym

A%

zornickam, suchu v ustech, prijmim nebo zacpam. Také se dochazi k té¢zSimu polykani
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a porucham artikulace. Vyskytuje se vyCerpani a unava. Bez vyskytu horecky. K uplné

upraveé dochazi do 6-8 mésici u pacientt, kteti prezili botulismus. [2, 3]

Cim je inkubace krat§i, tim je priib&h botulismu t&Z3i a prognéza hori. Otrava miize
byt mirna, ptiznaky nemusi byt klinicky vyjadiené. V ptipad¢ t€zké formy botulismu ne-

vvvvvv

kmeny typu B. [2]

3.4 Diagnostika

Prokazuje se aktivita toxinu ve vzorku, kterym muze byt stolice nebo sérum,
a v kontaminované potravé. Zakladni metodou je neutralizace toxinu antitoxinem a prikaz
na zvifeti. V dnes$ni dob¢ jsou nové¢jsi piistroje jako je MALDI — TOF MS, které pomahaji
zviditeliovat substrat a jeho $tépné produkty. Metody jsou zalozené na Stépeni substratu

toxinem. MALDI — TOF MS umoziuje piesnou typizaci toxinu. [7]

3.5 Patogenita

Botulotoxin je zodpovédny za vznik onemocnéni. Jedna se o takzvany A-B toxin.
Toxin se sklada zn€kolika podjednotek a vlastniho toxinu. Cilovy protein v buiice je
proteolyticky $tépen a nasledné dojde k utlumeni uvoliiovani acetylcholinu. Tim nastane
inhibice pfenosu vzruchu na nervosvalové ploténce. Vznikaji chabé parézy a paralyzy
nervoveého systému a gastrointestinalniho systému. Jako prvni jsou zasazeny kranialni nervy
s ptiznaky diplopie a chabé svalové paralyzy postupuji smérem dolti. Pro ¢lovéka je smrtelna

davka botulotoxinu zhruba 0,6 nanogramu. [6, 7]

3.6 Terapie a prevence

Lécba botulismu je zalozena na poskytnuti polyvalentniho antitoxického koniského
séra. Penicilin G se podava u traumatického botulismu a oSetiuje se kontaminovana rana.
Détem penicilin G se nepodava. Prevenci botulismu je ¢tvrthodinovy var pfi pfipravé nebo

spravna sterilizace pii vyrobé. [6, 7]

3.7 Epidemiologie
C. botulinum se bézné vyskytuje ve vodé a v pude¢ po celém svété. Kmeny typu A se

nachdzi hlavné v neutrdlni nebo v alkalické piidé. Kontaminuji pfedevsim zeleninu a ovoce.
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Kmeny typu B se nachéazeji zejména v bohaté organické ptid¢ a kontaminuji hlavné masové

vyrobky. Typ E se vyskytuje jenom ve vlhké ptd¢ a je pfi¢inou otrav rybim masem. [2, 3]

3.8 Botulismus

Onemocnéni je zpusobeno snizenim mnozstvi uvolnéného acetylcholinu. Paralyza
pticné¢ pruhovanych svalii a blokdda parasympatiku jsou hlavni symptomy botulismu.
Vznika pisobenim botulotoxinu blokujici uvolnéni acetylcholinu. Blokovani vede k inhibici
nervového vzruchu. Umeéle vytvofeny botulotoxin se pouziva KkI1&éCbé spasticity
a mimovolnich pohybti. Toxin je slozeny ze dvou bilkovinnych fetézci H a L. L fetézec
hydrolyzuje proteiny v neuronu uréené k transportu vezikul. Tim padem nemuze dojit
k uvolnéni acetylcholinu. H fetézec ma za tikol navazani se na neuron. Inkubace trva hodinu
az dny. Po inkubaci nastavaji gastrointestindlni pfiznaky, jako jsou prijmy, nauzea
ale 1 zacpy. Nemocny maé 1 suché sliznice a profuzné se poti. Nasleduji nervové poruchy,
paréz okohybnych svalii a smiSeny nervovy systém. U botulismu se teploty nevyskytuji
a likvor je fyziologicky. Pokud dojde k postizeni centra srde¢ni ¢innosti a dechu nastava
smrt. Botulismus se diagnostikuje EMG vysetienim a prukazem toxinu v séru. Progndza
u pacienttl, ktefi porazi botulismus je piizniva. Parézy se 1é¢i az n&kolik mésicti. Umrtnost

jeaz 20 %.[1, 19]

Botulismus ma tfi formy — alimentarni, kojeneckou a traumatickou. Nejcastéjsi
formou je alimentarni forma. Je zplsobena pozitim infikovaného jidla botulotoxinem.
Na zacatku onemocnéni se ziidka vyskytuji gastrointestindlni ptiznaky. Nevyskytuje se
zvySend teplota. Typické pro tuto formu je postizeni parasympatického nervového systému,
hlavovych nervii a paralyza pificné pruhovanych svald. Inkubacni doba je pfiblizné
12—72 hodin. Pfi¢inou smrti je uduseni diky obrné dychacich svalt. Umrtnost je az 7,5 %.
U kojenecké formy pronika do stieva C. botulinum, ve kterém se mnozi a tvofi toxin.
Traumatickd forma nastdva u kontaminace sporami z injek¢ni jehly u drogové zavislych
a sporami z hliny. Zde je inkubac¢ni doba del$i nez u alimentarni formy, protoze toxin je

tvoten klic¢icimi sporami v rané. Inkubace je 4—14dnt. [1]
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Obrazek 9: Infekce Clostridium botulinum

vpravo — mydriaza, vlevo — ptoza vicek, prevzato z [27]
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4 CLOSTRIDIUM TETANI

Jedna se o ptivodce tetanu, coz je neuromuskularni onemocnéni. C. tetani produkuje
neurotoxin blokujici uvoliiovani inhibi¢nich neurotransmiterti. Nasledkem jsou kiece pricné

pruhovanych svalt, kdy mtze dojit az ke smrti. [1]

Clostridium tetani
(Tetanus)

Without Spore

/4

Rod-Shaped Body

With Spore

Rod-Shaped Body

Terminal Spore

Obrazek 10: Clostridium tetani

horni ¢ast obrazku — C. tetani bez spory, dolni ¢ast obrazku — C. tetani se sporou, ptevzato a upraveno z [28]

4.1 Morfologie

C. tetani je rovna, tenka a velka (0,5-2 x 2-18 um) ty¢inka, ktera je pohybliva. Tvofi
spory termindlné uloZené, které urcuji vzhled ty€inky, ta svym tvarem piipomind palicku
na buben. Spory C. tetani jsou velmi odolné a schopny piezit desitky let. Vyskytuji se jako
saprofyté ve stfevech nékterych savci, hlavné koni. Pfes jejich vykaly se mohou dostat
do pudy. Biciky, diky kterym je bakterie pohybliva jsou peritrichalné ulozené. Bakterie jsou

proteolytické, ale nejsou schopny fermentovat sacharidy. [1, 3]

4.2 Kultivace

C. tetani je extrémné citlivé na kyslik, a proto je jeho kultivace obtizna. Roste
na obohaceném krevnim agaru za dodrzenych anaerobnich podminek. Oproti ostatnim
druhtim klostridii je vidét pouze slaba hemolyza a po celém povrchu agaru je tenky povlak.

Plazivy rust je dan pohyblivosti bakterie. [1]
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4.3 Klinicky obraz a patogeneze

Nejcastéji dochazi k nakaze kontaminaci poranéné tkané sporami C. tetani. Bakterie
jako takova ma minimalni invazivitu, ale pfiznaky tetanu zpsobuje G¢inny toxin. Toxin se
vstiebava z rany do krve a lymfy. Sklada se ze tfi slozek. Tetanospasmin, tetanolysin, coz je
podobna latka streptolysinu O, a tieti slozkou je enzym reninového ucinku. Hlavni slozkou
je tetanospasmin (neurotoxin). Vaze se na specifické gangliosidy vyskytujici se na povrchu
bunék a podél nervovych vlaken pokracuje do centralni nervové soustavy. Blokuje
uvoliovani inhibi¢nich neurotransmitert a tim zpusobuje vyrazné svalové kiece. Inkubacni

doba je 3-21 dni, pii kratsi inkuba¢ni dobé¢ je horsi progndza u onemocnéni. [8, 20]

4.4 Diagnostika

Diagnostika se provadi na zaklad¢ klinického obrazu. Mikrobiologické vySetieni
vzorku se provadi z materialu ziskaného z mista rany. Mikroskopicka detekce je uzite¢na,
ale Casto neuspé$nd. Pozitivni vysledky u kultivace jsou piiblizné jenom u 30 %.
Onemocnéni mize byt zptisobené i malym mnozstvim bakterii. Pomalu rostouci bakterie

jsou rychle usmrceny v pfitomnosti kysliku, s tim souvisi i obtizna diagnostika. [1, 3]

4.5 Terapie a prevence

Pti ptichodu pacienta s rizikovou ranou se zjiSt'uje, kdy naposled byl o¢kovan proti
tetanu. Jestlize nebyl naockovany, podava se jedna ockovaci davka. Déle se zvazuje nutnost
podani antitetanického imunoglobulinu, ktery do€asné chrani proti nenavazanému toxinu.
Podava se u pacientt, ktefi nikdy nebyli o¢kovani. Rany kontaminované ptidou ¢i cizimi
pfedméty, popaleniny, pokousdni zvifetem, poranéni oblasti krku a hlavy jsou nejvice
rizikové. Pro dekontaminaci rany a eliminaci vegetativnich bakterii pouzivame penicilin G

a metronidazol. Osetfeni rany je podstatnou soucasti 1écby. [1]

Do povinného oc¢kovani déti patii prave i ockovani proti tetanu. Je soucésti trivakciny
a 1 hexavakciny. Toxoid je typem vakcinacni latky. PfeoCkovavat se za¢ina v 25 letech

a nasledn¢ kazdych 10-15 let. Nékdy v mimotadnych ptipadech pfi oSetieni ran. [1]

4.6 Epidemiologie
Spory C. tetani jsou vSudyptitomné. Vyskytuje se jako saprofyt stievni mikroflory

savcl, hlavné u koni. Pfes vykaly se dostavd do pldy prostfednictvim spor, které
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kontaminuji ranu. V padé¢ ptezivaji nckolik desitek let. Endogenni zdroje jsou stfevo
a vagina ¢lovéka. Diky otkovani je minimalni vyskyt tetanu v Ceské republice. Jedinci

vyS$§iho véku se sniZenou imunitou jsou vice ohrozeni. [2, 3]

Obrazek 11: Celosvétove hlasené piipady tetanu v letech 1990-2004,
rozmezi je od velmi bézného (tmavocervene) po velmi vzacné piipady (svétle zluta),

pievzato z [29]

4.7 Tetanus (Strnuti Sije)

Jednd se o rannou infekci zplisobenou neurotoxinem. Projevuje se kiecemi,
zvySenym napétim kosternich svalli a poruchami vegetativni regulace. Piivodcem infekce je
C. tetani. Spory klostridia se dostanou pies kontaminovanou ptidu nebo pies kontaminované
cizi t€leso do rany. V rané se bakterie mnozi a produkuje toxiny - tetanospasmin,
ktery odpovida za vznik spasmu a poruchu vegetativniho nervového systému. Neurotoxin
plsobi predevs§im na michu a mozkovy kmen. Na synapsich blokuje uvoliiovani inhibi¢nich
neurotransmitert. Dojde ke zvySeni alfa aktivity, kterd zpusobuje kieCe pficné pruhované
svaloviny. Inkubac¢ni doba je 3-30 dnl. Zprvu se objevi parestézie a bolesti v ran¢. Nasledné
se objevi horecky, poti se, je febrilni a ziznivy. Dochdzi ke stfidani bradykardie
s tachykardii, tlak je nestabilni. Jedinec neni schopny otevfit usta, coZ nazyvame trismus.
Postupné dochazi k rozsifovani napéti i na dalsi svalové skupiny. Risus sardonicus neboli
ironicky ismeév jsou kiece obli¢ejového svalstva. V zaddech jedinec pocit'uje bolestivé napéti.
Pozdé&ji pti infekci pacient trpi kiecemi jicnu pii pokusech o polknuti, kie¢emi zadovych
svalti, kdy pacient prohne trup do oblouku, a kifecemi branice nebo laryngospasmus se

zéastavou dechu. Izolace piivodce z rany je obtizna a malokdy uspéSna. Diagnozu tedy
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stanovujeme podle klinického obrazu, chybéjiciho o¢kovani a idajich o poranéni. Smrtnost
je 20-50 %. Nasledkem spasmu dychacich svall, arytmii a srde¢niho selhani mize dojit
ke smrti. Kfece jsou tak silné, Ze mohou byt pfic¢inou ruptury svalti a fraktury obratle.
Pacienti se ukladaji do klidného prostfedi a monitoruji se jejich vitalni funkce. Zakladni

1é¢bou je podavani metronidazolu a lidského hyperimunniho globulinu. [21]

Obrazek 12: Tetanus u novorozence, pievzato z [30]
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5 KLOSTRIDIA ANAEROBNICH TRAUMATOZ

Klostridia anaerobnich traumatdéz se také nazyvaji histotoxickd. Z oznaceni
,histotoxicka™ vyplyva, ze se jednd o bakterie niCici tkdn€. Do této skupiny nalezi
C. perfringens, C. novyi, C. histolyticum a C. septicum. Toxiny téchto bakterii maji Siroké
spektrum, stejn¢ jako jejich Uc¢inky na tkané. Letdlni toxiny maji traumatizujici efekt
odpovidajici za infekce meékkych tkani, podkozi a klze. Patii do skupiny infekci

ohrozujicich na zivot¢. [1]

5.1 Rozdéleni rannych infekei
Klinické projevy infekci maji Siroké spektrum. Ptiznaky zacinaji nevyznamnou
kontaminaci rany a ptechazi az po té€zké anaerobni invazivni infekce. Pti tézkych infekcich

se mohou vyskytovat i nekrozy a mize dojit k rozvinuti septicko-toxického Soku. [2]

5.1.1 Infekce ran
Jedna se o infekce, kdy se klostridia chovaji jako bézné patogeny. Pfi téchto infekcich

nedochazi k invazi do mékkych tkani a nejsou projevy produkce toxint. Avsak pii vhodnych

podminkach mize infekce progredovat. [2]

5.1.2 Hnisavé nekrotické infekce
Klostridiové toxiny maji lokalni ti¢inek. Pokud dojde Kk postizeni mekkych tkani

mimo fascii, jedna se o epifascialni klostridiovou flegmoénu. Pti nekrotizujici fasciitidé je
fascie poskozena. Tvorba plynu probiha mezi svaly a v podkozi. Pfiznaky jsou viditelné, ale

mirné. [2]

5.1.3 Zavazné nekrotizujici infekce
Infekce jsou vysoce invazivni. Pfi téchto infekcich dochazi k celkové intoxikaci

(klostridiova celulitida) a k difusné Sifici se nekroze. Muze dojit k poSkozeni stény dutych

organtl snéti. [2]

5.2 Klinicky obraz

Priznaky u infekci vyvolané C. perfringens se vyskytuji pomérné brzy, vétsinou do
24 hodin. U C. septicum piiblizné za 1-3 dny a u ostatnich klostridii az pozdé&ji. V rané se
objevuje otok, bolest, zkaleny exsudat a pii palpaci je citit krepitace bublin. Toxiny

a rozkladné produkty zpiisobuji téZzkou alteraci, rozviji se septicko-toxicky Sok a poSkozuji
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se organy. Ke smrti mtize dojit i béhem n¢kolika hodin az dnt, protoze proces je velmi

rychly. [2]

5.3 Diagnostika
Zakladem 1spésné 1é¢by je rychla diagnoza. Diagnostika je zalozena
na mikroskopickém vysSetieni a kultivaci. Odebirame exsudat, nekrotickou hmotu a obcas

vytér z rany. U smiSenych infekci se nachazi 1 dalsi bakterie. [2]

5.4 Patogeneze
Podstatné je anaerobni prostfedi a nizky oxida¢né-redukéni potencial. A proto jsou
zhmozdéné rany s nekrotickou tkani, hypoxii a s pfitomnosti cizich téles idealnim

prostiedim pro vykli¢eni spor. [2]

5.5 Terapie a prevence
Pii 1é€bé se musi stabilizovat celkovy stav pacienta a podstatné je chirurgické
osSetfeni. Obvykle se pacientim podavaji antibiotika: peniciliny, metronidazol,

linkosamidy. V prevenci je dalezité prave to spravné oSetieni a vhodna péce o ranu. [2]

5.6 Epidemiologie

Pida nebo kontaminované piedméty jsou nejCastéjSim exogennim pluvodcem.
Exogenni ptivodci jsou typické u valecnych poranéni a pii dopravnich urazech. Endogenni
puvodci jsou vlastni klostridia ze stfeva pacienta. Rizikové jsou operace, poranéni v oblasti

bticha a dolnich koncetin v okoli rekta. [2]

5.7 Clostridium perfringens
Jednda se o grampozitivni sporulujici anaerobni tyCinku. Je zatazeno

do histotoxickych klostridii. C. perfringens je nejcastéjSim zastupcem této skupiny. [1]

5.7.1 Morfologie a vlastnosti
Spory jsou ovalné a subterminalné ulozené. Ty¢inka je nepohybliva. C. perfringens

je mnohdy soucasti fyziologické mikroflory. Bakterie je aerotolerantni. Vytvaii
proteolytické a sacharolytické enzymy. Velké mnozZstvi plynli je produktem metabolismu.
Vytvaii klasicky obraz plynaté snéti, kdy dochazi k akumulaci plynu v mékkych tkani.

Produkce jednoho nebo vice letalnich toxint rozdélujeme do 5 typt (A az E). [1, 3, 6]

36



5.7.2 Kultivace
Kolonie C. perfringens jsou charakterizované rychlym, §ificim se ristem. Rostou

V anaerobnim prostiedi. Nejlépe rostou za teploty 42 °C. Na krevnim agaru vytvari dvojitou
hemolyzu, kdy zevni zdénu zplsobuje lecitinaza a vnitini zonu hemolyzy vytvaii

oxygenlabilni hemolyzin. [1, 3, 6]

5.7.3 Patogenita
Toxiny jsou hlavnim faktorem virulence. Podle produkce toxini rozd€lujeme

bakterii na typy A az E. Nejcastéjsim patogenem je C. perfringens typu A. Mezi nejéastéji
syntetizované toxiny patii toxin o, toxin B, kolagendza, hyaluroniddza, enterotoxin
a oxygenlabilni hemolyzin. Nejvyznamngéj$im toxinem je toxin o (lecitinaza, fosfolipaza C).
Muze se se vyskytovat u vSech typt. Toxin a je cytolyticky faktor, ktery naruSuje bunééné
membrany. Kdyz dojde k uplatnéni patogenniho efektu toxinu, ndsledna 1écba gangrény
a myonekrdzy ma nejisty vysledek. Typy B a C produkuji toxin B, ktery vyvolava nekrozu
bun¢k. Kmeny A, B a D produkuji enterotoxin. Do traviciho traktu se klostridie dostavaji
ptes kontaminované jidlo a zplsobuji alteraci enterocytli. Enterotoxin je termolabilni, neni

schopen piezit vysoké teploty. [1]

5.7.4 Onemocnéni a patogeneze
Infekce mékkych tkani jsou bud’ endogenniho, nebo exogenniho ptiivodu. Vznikaji

napiiklad pifi zneci$téni rany stolici pfi operaci, nebo z vlastni fyziologické mikroflory
pii ischemizujicich procesech €1 invazivnich chirurgickych zasazich v oblasti tlustého stieva.
Infekce histotoxickymi klostridiemi se rozdéluji podle invazivity kmene na neinvazivni
bez Gi¢asti toxinl a invazivni infekce s tiasti toxintl. Pfi neinvazivnich infekcich se klostridia
chovaji jako pyogenni patogeny. Ve vySetfovaném materidlu se k nim i pfesto pfistupuje
jako k toxigennimu ptvodci. Invazivni infekce bud’ celkove¢ alteruji stav, nebo ptisobi jenom
lokalné. Infekce se také rozd€luji podle rozsahu a lokalizace. Patii sem celulitida,
nekrotizujici fasciitida a myonekroza az gangréna. Viditelna tvorba plynu v epifascialni
tkani a v k0iZi je celulitida. Myonekr6za a gangréna jsou infekce hlubokych mekkych tkani.
Dochazi k produkci plynu, ktery rozvoliuje tkan. Spolecné€ s enzymy pomahaji bakteriim

K praniku a invazi. [1]
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Obrazek 14: Nekrotizujici fasciitida, prevzato z [31]

Obrazek 13: Gangréna, pfevzato z [32]
Toxiny maji ireverzibilni u¢inek. KdyZ se infekce zacne §ifit z primarniho loZiska

venozni cestou, mohou se ucinky projevit i ve vzdalenych mistech organismu. Pti toxickém

Soku a toxémii muze dojit ke smrti nasledkem kardialniho selhéni. Jedna se ale o vzacnéjsi
ptipady. [1]
Tabulka 2: C. perfringens a jeho toxiny podle typu Klostridia [2]
Typ Toxin
C. perfringens Alfa Beta Epsilon lota Enterotoxin
A + - - - +
B + + + -
C + + - - +
D + - + - +
E + - - +

Nizky redoxni potencial a anaerobni prostfedi je podstatny pro rozvoj infekce.
Vznikaji v ranach s nekrézou, ischemii, s prokrvacenim, nebo s pfitomnosti cizich téles.
Spory v ran¢ vykli¢i a zacnou vytvaret toxiny. Produkce toxint uréuje Sifeni infekce. Toxin
a poSkozuje buiikky a do zdravé tkané se Sifi bakterie. Toxin muze byt velmi rychle

introdukovany do vzdalenych mist makroorganismu. [1]

Hlavnimi pfiznaky infekce jsou bolest v rané, sekrece exsudatu a otok. Tvorba plynu
spojena s krepitaci je nalez jiz pokrocilé infekce. Pii pokrocilé infekci je také pritomen otok.
Dochazi az k rozvoji septicko-toxického Soku. Infekce miize byt fulminantni, coz znamena,
ze probiha hodné rychle. [1]
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5.7.5 Intoxikace Clostridium perfringens typu A
Intoxikace je zplsobena predevsim pozitim kontaminované potravy sporami.

Nejcastéji se spory nachazi v nedostateéné tepelné¢ upraveném mase. Jelikoz je toxin
termolabilni nemuze se vyskytnout v dostate¢né tepelné upravené potrave. V tenkém stieve
vykli¢i spory a bakterie zacne produkovat enterotoxin. Klasické pii této intoxikaci jsou
prijmy bez zvraceni a kolikovité btisni bolesti. Obcas priibéh intoxikace vypada jako akutni

prijmové onemocnéni. Dehydratace ohrozuje slabsi jedince a starsi lidi. [1]

5.7.6 Enterotoxikéza
Je vyvolana piedevsim C. perfringens typu A a C. Toto klostridium patii

mezi histotoxicka klostridia. Infekce je zpisobena kontaminovanym masem. Membrana
enterocytll je poSkozena enteroxiny. Dochazi k poruse resorpéni schopnosti tenkého stieva.
Voda se nevstiebava a vznikaji prijmy. Inkubacni doba enterotoxikdzy je 6-12 hodin. Léci

se symptomy, nepodavaji se zadna antibiotika. [1]

5.7.7 Nekrotizujici enteritida
Jedna se o zivot ohroZujici onemocnéni, které je vzacné. Pfi této nemoci ma jedinec

alteraci useku tlustého stieva. Je vyvolané sporami C. perfringens typu C, obc¢as typem B,
s produkci toxinu B. Trypsin tento toxin inhibuje, a proto mezi rizikové faktory fadime

malnutrici a pfijem potravy, které obsahuji inhibitory trypsinu. [1]

Obrazek 15: Nekrotizujici enterokolitida, ptevzato z [33]

39



5.7.8 Laboratorni diagnostika
Prvotni diagndza je stanovena na zaklad¢ klinickych pfiznaki. JelikoZ je onemocnéni

velmi zavazné, terapie musi byt ihned zahajena, i bez vysledku laboratorniho vysetfeni.
Kombinace klinickych pfiznaki a mikrobiologického vySetfeni je zakladem diagnostiky.
Pouziva se ptimy pritkaz. Dilezita je mikroskopicka identifikace grampozitivnich tyCinek.

Spolehliva je i kultivacni diagnostika. [1, 7]

5.7.9 Terapie a prevence
Penicilin G je antibiotikem prvni volby, které¢ podavame spole¢né s klindamycinem.

Infekce mekkych tkani se 1€¢i protiSokovou terapii a ditkkladnym chirurgickym oSetfenim
rany. Musi se odstranit vSechna nekroticka tkan. Jinou moznosti je podani penicilinu G

v kombinaci s metronidazolem. Imipen se podava jako nahrada penicilinu u alergiku. [1, 7]

5.8 Clostridium septicum

Uz z nazvu vyplyva, ze klostridium je schopné vyvolat sepsi. Jedna se 0 celkem
¢astého puivodce anaerobni myonekrozy. C. septicum produkuje toxin a. Vyskytuje se jako
soucast stievni fyziologické mikroflory lidi a zvifat. Pfi naruSeni stfevni fyziologické
mikroflory se muze C. septicum rychle $ifit do tkan€, mnozit se, produkovat plyn

a zpusobovat destrukeci stiev. [1, 3]

5.9 Clostridium novyi
C. novyi produkuje mensi mnozstvi plynu nez C. perfringens. Ale misto toho dochazi

K tvorbé mohutného tuhého edému. Muze byt také pivodcem plynaté snéti. [1]

5.10 Clostridium histolyticum
Jedna se o dalSiho ptivodce myonekrézy. Vyskytuje se ojedin€le. Onemocnéni
probiha bez tvorby plynd. Pii myonekroze zptisobenou C. histolyticum jsou tkan¢ extrémné

rozbiedlé az uplné roztavené. [1]
5.11 Dalsi specialni klostridia

5.11.1 Clostridium sordelii
C. sordelii zptsobuje fatalni syndrom toxického Soku spojeného s pfirozenym

porodem nebo vyvolanym potratem. [3]
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5.11.2 Clostridium sporogenes
Kolonie C. sporogenes jsou ploché, velké, maji drsny povrch, nepravidelné okraje

s B —hemolyzou. Toto klostridium je pohyblivé, vyskytuje se v pid¢ a stfevech savci. Spory

C. sporogenes jsou termorezistentni. [2]
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PRAKTICKA CAST

6 CIL A UKOLY PRACE

Prvnim cilem bakalafské prace je seznamit se s rodem Clostridium, jeho
charakteristikou, onemocnénimi, diagnostikou a 1é¢bou. Hlavnim zaméfenim bakalarské

prace je C. difficile. Jedna se o nejéastéjsiho zastupce nozokomialnich infekci.

Jednim z dalSich cild je ukazat laboratorni diagnostiku C. difficile. Popsat postup
stanoveni  specifického antigenu glutamatdehydrogendzy a toxinh A a B
imunochromatografickym testem a postup pro LAMP. Dalsim cilem je statistické
zpracovani dat ziskanych od Ustavu mikrobiologie ve FN Plzefi. Porovnava se vyskyt
C. difficile b&hem let 2018-2021 v UM FN Plzefi, zda se zvysil nebo snizil. Do statistického
zpracovani je také zatazen vyskyt dle vekové kategorie a pocet Zadosti o laboratorni

vysetteni C. difficile.
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7 VYZKUMNE OTAZKY

7.1 Vyzkumna otazka ¢. 1
Jaka je laboratorni diagnostika bakterie C. difficile v UM FN Plzeii?

7.2 Vyzkumna otazka ¢. 2
Zvysil se vyskyt toxigennich kment C. difficile béhem let 2018-2021 ve FN Plzen?

7.3 Vyzkumna otazka €. 3

Zménil se vyskyt diagnostikovaného toxigenniho C. difficile v riznych vékovych kategorii?

7.4 Vyzkumna otazka ¢. 4
M¢éla  pandemie COVID-19 vliv. na poéty zadosti o vySetfeni na

C. difficile béhem pandemického obdobi?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

V praktické ¢asti jsem zkoumala vzorky klinického materidlu (stolice) vySetfené
na Ustavu mikrobiologie ve Fakultni nemocnici v Plzni od 1. 1. 2018 do 31. 12. 2021. VVzorky
pochazely hlavné od pacientti z Fakultni nemocnice v Plzni, ale mimotadné i z jinych nemocnic
nebo ambulanci. Celkem =za ¢Ctyfi roky se vySetfilo 9910 vzorkl stolice nejprve

imunochromatografickym testem a nasledné se postupovalo podle vysledku vySetieni.
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9 METODIKA PRACE

V praktické Casti bakalaiské prace se zabyvam diagnostikou a vyskytem C. difficile.
Na UM FN Plzeii jsem provadéla kvantitativni vyzkum tykajici se pravé vyskytu jiz
zminéného Klostridia béhem let 2018-2021. Chci zjistit, zda pandemie COVID-19 méla vliv

na zvyseny vyskyt tohoto klostridia.

Pro sbér dat jsem zvolila retrospektivni analyzu. Data jsem ziskala z laboratorniho
informa¢niho systému UM FN Plzen. Ziskana data jsem zpracovala pomoci Microsoft

Office Excel 2013.

9.1 Laboratorni diagnostika Clostridium difficile
Ve FN Plzeti na UM se pouziva doddvana souprava CoproStrip™ C. difficile GDH + Toxin
A + Toxin B. Jedna se o soupravu, ktera slouzi k rychlé diagnostice C. difficile. Baleni

obsahuje 20 jednotlivych testi. [34]

9.2 Princip stanoveni imunochromatografického testu

Pii laboratorni diagnostice na UM FN Plzeii se nejdiive provadi
imunochromatograficky test pro prikaz toxinu A, B a glutamatdehydrogenazy (GDH).
JestliZe je pozitivni jenom GDH, tak se u vySetfované¢ho vzorku zah4ji anaerobni kultivace.
Diky ni je mozné stanovit toxigenitu kmene z narostlych kolonii metodou LAMP.
Pii pozitivité jak GDH tak i toxind je zahdjend cilena anaerobni kultivace z diivodu archivace
kmene a k potencionalni ribotypizaci. Pomoci MALDI TOF se provadi identifikace kmene.
[34]

Membrany testl jsou potazené monoklondlnimi protildtkami. Test A ma
na membran¢ navazané protilatky proti antigenu glutamatdehydrogenaze. Protilatky
proti toxinu A jsou na membrané testu B. Test C ma membranu potaZenou protilatkami proti

toxinu B. [35]

9.3 Odbér a priprava vzorku

Stolice o velikosti 1-2 g, v piipadé tekuté stolice 1-2 ml, se odebira do ¢isté nadobky
bez transportniho media. Protoze dochazi k ubytku aktivity toxinu, vzorek by mél byt
zpracovany do dvou hodin. JestliZze to neni moZzné, je potieba ho skladovat pfi teploté 2-8 °C

a nejdéle zpracovat do 24 hodin. Pfi pfijmu je Iékai okamzité informovany o pozadavku
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na vySetteni CLDI. Po spravn¢ provedeném piijmu je vzorku ptfidéleno Cislo a nasledné je
pfedan ke zpracovani na laboratof. Vzorek muzeme pro delsi uchovani zamrazit

na -70+/-5 °C. Po rozmrazeni musi mit vzorek laboratorni teplotu pro pouziti. [34, 35]

9.4 Pristroje, pomicky a reagencie
- Anaerobni box
- Laminérni box
- Bakteriologické klicky
- Plynovy kahan
- Vortex
- Termoblok
- Inkubator Genie II [34]

Reagencie

- Eazyplex C. difficile komplete
- Selektivni agar pro kultivaci C. difficile
- CoproStrip C. difficile Sanyon diagnostic [34]

Spotiebni material

- Popisovaci tuzky

- Latexové rukavice

- Sterilni zkumavky

- Jednordzova kalibrované plastové pipety

- Nadoba a pytel na infek¢ni odpad [34]

9.5 Pracovni postup

Pied zpracovanim je dulezitd kontrola kvality a mnozstvi vySetfované stolice
lékafem. Na vicku zkumavky je pridélané kapatko, kterym se odebere pfiblizn€¢ 125 mg
stolice. Pokud je stolice fidka, odebere se kapatkem cca 125 ul. Do zkumavky s diluentem

se prenese vzorek. Zkumavku se vzorkem zvortexujeme piiblizné 15 sekund. [34, 35]
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Teprve tésné pred pouzitim se kazeta otevira z hlinikové folie. Pro kazdy vzorek se
pouziva vlastni kazeta. Zkumavka se vzorkem se promichd, ulomi se Spicka vicka a do v§ech

tii jamek se kapou 4 kapky vzorku. Az po 10 minutach odecitime vysledek. [34]

Pokud je pozitivni pouze GDH, dojde k zalozeni kultivace a nasledn¢ se z narostlé
kultury provede molekularné biologicky test LAMP. LAMP prokazuje toxigenitu kmene.
Do 7zidanky je nutné piipsat vySetfeni CLDI-LAMP. Kdyz je pozitivni GDH
a 1 toxiny, zahajuje se cilené anaerobni kultiva¢ni vySetfenim z diivodu izolace kmene.

Ty se nasledn¢ archivuji pti -70+/-5 °C, ptipadné k ribotypizaci v NRL. [34]

Promichdame Ulomime
Odebereme vzorek zkumavku Epicku
| se vzorkem
.

Obrazek 16: Ptiprava vzorku stolice pro imunochromatograficky test, ptevzato z [34]

9.5.1 Cilena anaerobni kultivace
Kultivaci provadime pfii pozitivit¢ glutamatdehydrogenazy a toxint. Tato kultivace

se také nazyva ,,alkoholovy Sok“. Stolice o pfiblizné hmotnosti 0,5 g se smicha s 0,5 ml 95%
etanolu. Nasledné¢ pomoci vortexu se homogenizuje roztok se vzorkem. Poté probiha
inkubace pfi pokojové teploté. Inkubace trva 30-40 minut. Na pevnou selektivni pidu se
rozockuji dvé kapky roztoku. Naoc¢kovana ptda se vlozi do anaerobniho boxu, kde probiha
dal$i inkubace. Inkubace trva 24-72 hodin pfi teploté 35+/-2 °C. Kolonie C. difficile jsou
ploché, Sedobilé az bilé kolonie bez hemolyzy. K diagnostice slouzi mikroskopické

vySetieni — barveni dle Grama. Pro presnou identifikaci se pouziva MALDI TOF. [34]

9.5.2 Zamrazeni erstvého kmene Clostridium difficile
Na stitku pro zamrazeni kmene C. difficile musi byt uvedené rodné ¢islo, pfijmeni

pacienta a laboratorni ¢islo. Pomoci tamponu se nabere dostate¢né mnozstvi narostlé kultury,
které se vlozi do glycerol-sérového bujonu. Nasledné se necha vzorek pul hodiny stat

pii pokojové teploté a poté se zamrazi do -80°C. [34]
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9.6 Interpretace vysledki, konzultace a hlaseni

Pozitivni vysledek glutamatdehydrogenazy a toxint se musi ihned hlasit telefonicky
oSetfujicimu 1ékafi. Pacient s pozitivnim nalezem je podroben konzultaci ohledné
antibiotické 1é¢by a izolaci na oddéleni. Nutné je také hlésit nalez na odd€leni epidemiologie.
Do laboratorniho informacniho systému je zaznamenano hldSeni pozitivnich nalezii, idaje

o klinickém stavu pacienta a navrhované antibiotické terapii. [34]

Obrazek 17: Imunochromatograficky test
vlevo — Negativni vysledek,
vpravo — pozitivni vysledek (GDH + TOX A+ TOX B+)
Zdroj: UM FN Plzei

9.7 Pracovni postup pro LAMP
Pristroje:

— GENIE Il se softwarem eazyReport
— Suchy termoblok FastGene® Mini Dry Bath [36]

Postup:

Nejdiive zapneme termoblok, pfiblizn¢ 10 minut pfed zacatkem vySetieni. Musime
zkontrolovat nastaveni teploty. Teplota musi byt nastavena na 99 °C. Tlacditko Start se mlze

zmacknout az v tu chvili, kdy je termoblok zahtaty na 99 °C. [36]

AZ po zahtati ptistroje je mozné zacit pfipravovat vzorek. Vzorek stolice se odebere
klickou do prihledné zkumavky oznac¢ené LPTV. Mnozstvi odebrané stolice musi byt velmi
malé. Pti velkém mnozstvi by mohlo dojit k inhibici reakce. Klickou se vzorek ve zkumavce

promicha a poptipadé zvortexuje. Nasledné se vzorek ve zkumavce inkubuje pii 99 °C
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po dobu 3 minut. Po inkubaci se vzorek zcentrifuguje po dobu 1 minuty pti 4000 otackach.
Do cervené RS zkumavky se piepipetuje 125 pl supernatantu a pomoci pipety se promicha.
Poté se pfipravi strip mikrozkumavek. Z cervené RS zkumavky se napipetuje 25 pl smési

do mikrozkumavek. [36]

Po piipraveni mikrozkumavek se zapne piistroj GENIE II. Nacte se ¢arovy kod,
nebo se ruéné¢ vybere pozadované vysetfeni. Pii vySetfeni C. difficile se se zadava celé
laboratorni ¢islo. Strip s mikrozkumavkami se vlozi do bloku a zavie se poklop. Poté se

spusti piistroj a za¢ne probihat analyza vzorku. [36]
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9.8 Algoritmus pro laboratorni diagnostiku C. difficile ve FN Plzen

NEGATIVNI

POZITIVNI NA

TOXIGENNI KMEN CILENA KULTIVACE

ZALOZENI

KULTIVACE LAMP

NEHODNOTITELNE

Zdroj: [35]
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

10.1 Pocéty vySeti‘eni béhem let 2018-2021

Pomoci dodévané soupravy CoproStrip™ C. difficile GDH + Toxin A + Toxin B se
ve FN Plzen v letech 2018-2021 vysettilo 9 910 vzorku stolice na prikaz GDH a toxini A
a B C. difficile. Z 9 910 vzorku jich bylo 8 363 negativnich a 1 547 pozitivnich.

Graf 1: Graficky znazornény poéty vysetteni dle jednotlivych let

Pocty vysSetreni béhem let 2018 - 2021

Pocet vysetieni

2020 2021

2018 2019
Rok

Zdroj: Autoriv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri

ZGrafu 1 jsme schopni vycist, Ze nejvice provedenych testi soupravou
CoproStrip™ C. difficile GDH + Toxin A + Toxin B bylo v roce 2021. Nejméné vysetfeni
bylo v roce 2018. Pocty vySetieni se zvysSuji kazdym uvedenym rokem, aZ na vyjimku z roku

2020. Tyka se epidemiologickych opatieni ohledn¢ COVID-19.
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Graf 2: Pozitivni vysledky v letech 2018-2021

Pozitivni vysledky v letech 2018 -2021

<
=]
&
£
=
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Zdroj: Autoriiv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri

Graf 2 nam potvrzuje trend literatury, ze vyskyt C. difficile je stoupajici. V roce 2021
bylo diagnostikované nejvyssi mnozstvi toxigennich kmend. Oproti roku 2018 se jejich
cetnost zvySila az 1,9x. Nejvétsi rozdil mezi jednotlivymi roky v poctu pozitivnich

vysledkd byl mezi lety 2020 a 2021. Zde je rozdil 219 pozitivnich vysledkd.

Graf 3: Porovnani vysledku vysetteni C. difficile za rok 2018

Pozitivni
13%

Negativni
87%

Zdroj: Autorivv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri
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Graf 4: Porovnani vysledka vySetieni C. difficile za rok 2019

Pozitivni
13%

Negativni
87%

Zdroj: Autoriiv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri

Graf 5: Porovnani vysledk vysetieni C. difficile za rok 2020

Pozitivni
15%

Negativni
85%

Zdroj: Autoriv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzer
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Graf 6: Porovnani vysledki vySetieni C. difficile za rok 2021

Pozitivni
20%

Negativni
80%

Zdroj: Autoriiv vizkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri

Grafy 3 a 4 ukazuji, Ze procentualni ¢etnost mezi negativnimi a pozitivnimi vysledky se
béhem let 2018 a 2019 nezménila. Pozitivnich vysledkd bylo 13 % a negativnich 87 %
z celkového poctu vySetteni za jeden rok. V roce 2020 se procentualni ¢etnost pozitivnich
vysledkt zvedla o 2 % a tim padem se o 2 % snizila ¢etnost u negativnich vysledkt. Toto
tvrzeni nam potvrzuje Graf 5. Graf 6 znazornuje rok 2021, kdy se oproti roktim 2018 a 2019

zvysily pozitivni vysledky az 0 7 %.

10.2 Vékové kategorie pacientii a jejich vyskyt

Z Tabulky 3 je viditelné, ze nejvyssi vyskyt toxigennich kment C. difficile je
U pacientll vV poproduktivnim veéku. Oproti véku produktivnimu je vyskyt téméft az 4x vyssi.
Nejnizsi vyskyt klostridia je ve vékové kategorii predproduktivni vék. Z Tabulky 3 Ize také
vycist, ze s pribyvanim let se zvySuje vyskyt toxigennich kment C. difficile. K nejvyssimu
nartstu za jeden rok doslo vroce 2021. Celkem pozitivnich pacienti za Ctyfi roky
(2018-2021) bylo 1547.
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Tabulka 3: Stadium vyvoje vyskytu toxigennich kment C. difficile dle vékové kategorie b&hem let 2018 —
2021

Piedproduk- Produktivni  Poproduktivni Celkem
tivni vék (0-19 vék (20-59 let)  vék (60+ let)

[19)
2018 6 68 221 295
2019 6 45 274 325
2020 17 69 268 354
2021 16 132 425 573
Celkem 45 314 1188 1547

Zdroj: Autoriv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzer

Tabulka 4: Zhodnoceni tidaji tykajicich se véku pacientd béhem let 2018-2021 ve FN

Plzen
Vék Vyskyt (2018-2021)
Nejnizsi vék 0 5
Nejvyssi vék 99 1
Priumérny vék 67,2

Zdroj: Autoriv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri

R4

diagnostikované toxigenni C. difficile. Nejstarsimu pacientovi bylo 99 let. Naopak
nejmlads$im pacientim nebyl ani jeden rok — v ptipad¢ péti détskych pacientti. Primérny vék

u lidi se stanovenym C. difficile je 67,2 let.
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Graf 7: Procentualni zastoupeni pozitivnich vzork u pacientii ve véku > 65

vék < 65 ; 472;
31%

Bvék > 65
Bvék < 65

1075; 69%

Zdroj: Autoriv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzer

Z Grafu 7 miizeme vycist, Ze pacientl s vékem 65 a vice je 69% ze vSech pozitivnich vzorkil

za Ctyfi roky. Pacientl s vékem pod 65 let je 31%.

56



10.3 Vliv pandemie COVID-19 na pocty Zadosti o vySeti‘eni na C. difficile

Graf 8: Poéty vySetteni béhem roku 2020

209
192

Pocty vysetieni
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L 4

Zdroj: Autoriiv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri

Z Grafu 8 Ize vy¢ist, ze nejméné zadosti o vySetieni bylo v dubnu roku 2020. Béhem
dubna se vysettilo jenom 167 vzorkd, coz je o 22 vzorkli méné nez v bieznu. Mésic po tom,
co v Ceské republice vypukla prvni vlna pandemie COVID-19. B&hem nasledujicich dvou
meésict doslo k navySovani poc¢tu vySetfeni. Druha vina pandemie COVID-19 pfisla v zafi
roku 2020. V tomto mésici také doslo k poklesu vySetieni oproti piedeslému mésici. Pocet
byl snizen o 21 vySetieni. Nejvyssi pocet zadosti na vySetieni C. difficile za rok 2020 bylo

Vv prosinci.
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Pocty vysetieni

Graf 9: Poéty vySetieni v prub&hu roku 2021
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Mésice

Zdroj: Autoriiv vyzkum ze ziskanych dat od UM FN Plzeri

Pti porovnani Grafii 8 a 9 je viditelné zvySeni poc¢tu zadosti o laboratorni vysetfeni
v roce 2021. Nejvyssi podet zadosti o vysetieni bylo v za¥i 2021, kdy jich UM FN Plzeii
vySettil 276. V této dobé zacinala probihat tieti vina pandemie COVID-19. V kvétnu roku
2021 bylo vysetfené nejmensi mnozstvi vzorkt, bylo jich 207. Oproti dubnu bylo v kvétnu

vySetfeno o 54 vzorkli méné.
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DISKUZE

Na zacatku psani mé bakalaiské prace byl zvolen cil a vyzkumné otazky. Cilem je
seznamit Ctenafe s problematikou bakterialniho rodu Clostridium. Cilem praktické casti je
popsat laboratorni diagnostiku C. difficile v UM EN Plzeii. Stanovila jsem si &ty¥i vyzkumné

otazky, které jsem zodpovedéla.

1) Jakd je laboratorni diagnostika bakterie C. difficile v UM FN Plzern?

Zde popisuji, jaka souprava se pouziva na UM FN Plzen a laboratorni postupy
vySetfeni na toxigenni kmen C. difficile. Vytvofila jsem diagram znazorfiujici algoritmus
pro laboratorni diagnostiku klostridia na UM FN Plzeii. Zaobiram se také sloZzenim
imunochromatografického testu. Také se zabyvam spravnym odbérem a ptipravou vzorku,
cilenou anaerobni kultivaci, zmrazenim cerstvého kmene klostridia a interpretaci vysledkd.
Zam¢tila jsem se i na provedeni metodiky LAMP. Stru¢né jsem popsala postup laboratorni

diagnostiky na UM FN Plzex.

2) Zvysil se vyskyt toxigennich kmenii C. difficile béhem let 2018-2021 ve FN Plzen?

Béhem let 2018-2021 bylo v UM FN Plzeh vysetieno 9910 stolic na prikaz GDH
a toxind Clostridium difficile a z toho bylo 1547 pozitivnich vzorki. Husa et al. fika, ze trend
Vv poctu celosvétového vyskytu C. difficile je vzestupny. Z Grafu 2 mizeme vycist, Ze ma
Husa et al. pravdu, a tim padem trend z literatury miizeme potvrdit. Naopak vyvratit mizeme
tvrzeni od Brandtlové Sarky. Ve své bakalaiské praci vyvraci tvrzeni od Husy et al. Kazdym
rokem totiz bylo vice pozitivnich vysledkt nez rok predesly. K nejvyssimu nartstu doslo
v roce 2021, kdy za jeden rok bylo 547 pozitivnich vzorkd, coZ je o 219 diagnostikovanych
stolic vice nez vroce 2020. V roce 2021 bylo nejvice pozitivnich vzorkt béhem let
2018-2021 v UM FN Plzefi. V necovidovém obdobi v letech 2018 a 2019 bylo pozitivnich
620 vzorkl, coz je skoro 1,5x méné¢, nez za covidového obdobi. V covidovém obdobi bylo

za dva roky 2020 a 2021 pozitivnich 927 vzorki. [13, 38]

Odpoveéd’ na mou vyzkumnou otazku tedy je, ze se vyskyt toxigenniho kmene

C. difficile zvySuje v poslednich ctyrech letech.
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3) Zmenil se vyskyt diagnostikovaného toxigenniho C. difficile v riznych vékovych

kategoriich?

Tabulka 3 nam ukazuje, ze se ve vSech veékovych kategoriich zvysil vyskyt
C. difficile. V ptedproduktivnim véku se vyskyt béhem let 2018-2021 zvysil 1,6x, v produk-
tivnim véku 1,9x a v poproduktivnim véku také 1,9x. V roce 2018 bylo v pfedproduktivnim
véku diagnostikovano pouze Sest pozitivnich stolic. O Ctyii roky déle jich bylo diagnostiko-
vano o deset vice, coz je Sestndct pozitivnich stolic. Nejvice stanovenych pozitivnich nalezii
bylo v roce 2020, kdy jich bylo 17. V produktivnim véku v roce 2018 bylo stanoveno 68
stolic a v roce 2021 jich bylo 132, coz bylo nejvice za 4 roky. V poproduktivnim véku se
klostridium vyskytuje nejvice. V roce 2018 jich bylo 221, coz je nejvyssi vyskyt ze vSech
vékovych kategorii za rok 2018. Za Cctyfi roky se cCetnost vyskytu zvysila
az na 425 pozitivnich vySetieni. Celkové za 4 roky se toxigenni kmen C. difficile
vyskytuje nejcastéji v poproduktivnim véku, kdy je vyskyt 26,4x vyssi. Takze ano, vyskyt

se zménil v riznych vE€kovych kategorii. Ve vSech vzrostl.

Brandtlova Sarka ve své bakalatské praci tvrdi, Ze vék > 65 let je rizikovy faktor
pro ptitomnost C. difficile. V mé bakalarské praci je 69 % pacientt s pozitivnim C. difficile,
coz je na Cetnost 1075 vzorkl. Za rizikovy faktor se povazuje vice nez 50% pacientii s vékem
> 65 let spozitivnim vysledkem. Vysledky z mé bakalatské prace odpovidaji studii
od Brandtlové Sarky v jeji bakalaiské praci. Odpovidaji i dal§im studiim z Ceské republiky,
jako je naptiklad studie od Vojtilové et al. [37, 38]

4) Meéla pandemie COVID-19 vliv _na pocty Zddosti o vySetieni na
C. difficile behem pandemického obdobi?

V bieznu roku 2020 vypukla pandemie COVID-19 v Ceské republice. Mym tikolem
bylo zjistit, zda méla pandemie vliv na pocty Zadosti o vySetfeni na toxigenni kmen
C. difficile. Pandemie méla vliv na celkovy pocet vysetieni béhem let 2020 a 2021. Pacienti
byli pfi tézkém pribéhu onemocnéni COVID 19 casto vystaveni nadmérnému uzivani
Sirokospektrych antibiotik, coz vedlo k nardstu vyskytu toxigennich kmenti C. difficile.
V dubnu bylo vysetfeno nejméné vzorku z roku 2020. Mésic poté, co vznikla pandemie.
Pandemie neméla vliv na jednotlivd obdobi, s vyjimkou zacatku pandemie. Byly mésice,

kdy pfi pandemické vin€ se zvysily zadosti o vySetieni.
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ZAVER

Cilem teoretické Casti mé bakalaiské prace je seznameni s bakteridlnim rodem
Clostridium a jeho zastupci. Nejvice jsem se zaméfila na grampozitivni ty¢inku C. difficile.
Zminéné klostridium je jednim z nejéast&j§ich zastupct nozokomialnich infekci. Casto
souvisi s antibiotickou 1écbou. U zastupct tohoto bakterialniho rodu se zabyvam jejich

charakteristikou, patogenitou, diagnostikou a Iécbou.

V prvni kapitole jsem popisovala obecné¢ rod Clostridium. Popisovala jsem
morfologii, vyskyt, proces sporulace, patogenitu, patogenezi, rozdéleni klostridii a toxiny.
V druhé kapitole jsem se zabyvala zastupcem C. difficile. Popisovala jsem piimo morfologii
zminéného klostridia, kultivaci a diagnostiku, vyvolana onemocnéni, patogenezi, patogenitu
alécbu. U diagnostiky jsem se vénovala jednotlivym metodam stanoveni toxigenniho kmene
C. difficile. V dalsich kapitolach jsem popisovala ostatni jednotlivé zastupce zminéného

bakterialniho rodu.

Pro praktickou ¢ast jsem si stanovila ¢tyfi vyzkumné otazky. Prvni otazka se tykala
laboratorni diagnostiky C. difficile na UM FN Plzeii. Popsala jsem postup laboratorni
diagnostiky na tomto pracovisti. Zabyvala jsem se odbérem a piipravou vzorku, popsala

jsem postup stanoveni jak pro imunochromatograficky test, tak i pro metodu LAMP.

Druha otazka byla zaméfena na zvySeni vyskytu toxigennich kmend C. difficile.
Po zpracovani dat ziskanych z laboratorniho informaéniho systému UM FN Plzef, jsem
sestavila grafy. Grafy nam viditelné znazornily narist toxigennich kmenu C. difficile béhem
poslednich ¢ty let (2018-2021). U této otazky miizeme tedy potvrdit trend literatury, ktery

uvadi Husa et. al. v ¢lanku ohledn¢ Klostridiové kolitidy.

Ve tieti otdzce se zabyvam vyskytem CLDI onemocnéni v riznych vékovych
kategoriich. Ze ziskanych dat mizeme potvrdit, Ze ve vSech vékovych kategoriich se vyskyt
zvysil. Nejvice se Cetnost zvysila v poproduktivnim véku, ve kterém jsou zahrnuti pacienti

ve veku 60 let a vyse.

Posledni otadzka se tykala pandemie COVID-19 a jejiho vlivu na pocty vySetieni.
Zjistila jsem, ze méla vliv na celkové zvySeni poctu zadosti o laboratorni diagnostiku

C. difficile. Vétsi vliv méla na svém zacatku, kdy v dubnu bylo vySetieno mensi mnozstvi
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vzorkd. V ostatnich pandemickych vinach neméla vliv na urcité mésice, jednou byl pocet

vySetfeni vétsi a jednou zase nizsi.

Pti psani bakalatské prace jsem zjistila, jak je problematika onemocnéni vyvolanych
klostridiemi zdvazna. Myslim si, Ze v budoucnu bychom meéli pfemyslet o mnozstvi
a vhodnosti podavanych antibiotik z divodu vzniku nezadoucich rezistenci a CDI
onemocnéni. Myslim si, Ze by bylo vhodné tento vyzkum v budoucnu zopakovat. Potvrdila

jsem si, Ze bych se i nadale v budoucnu chtéla vénovat mikrobiologii.
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PRILOHY

Priloha 1: Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

VaZend pani

Adéla Vavrova

Studentka oboru Laboratorni diagnostika ve zdravoinicivi

Fakuita zdravotnickych studii, Katedra zachranéfstvl, diagnostickich oborts a vefejného zdravotnictil
Zapadocasks univerzita v Plzni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Ma zdklad® Vasi Zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro oeffovatelskou pédi FN Plzefi udéluji
souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat a visledkl laboratornich metod,
pouZivanych v Ustavu mikrobiclogie (MIKRQ) FN Pized. Tento souhlas je wydavan, pii spinéni niZe
uvedenych podminek, v souvislosti 5 vypracovani Vasi bakalarské prace s nazvem Diagnostika rodu
Clostridium a jeho virskyt ve FN Plzefi”.

Podminky, za kterych Vam bude umoZnéna realizace Vaseho Setfeni ve FN Plzen:

Vrechni zdravotni laborantka MIKRO souhlasi s Vagim postupem.

Osobné povedete svoje Seffeni.

Vase Seffeni nenarusi chod pracovistd ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smémic
FM Plzefi, ochrany dat pacientl a dodrZovani Hygienického planu FN Plzef. Vage Setfeni
bude provedeno za dodifeni viech legisiativnich norem, zejmena s ohledem na
platnost zakona ¢ 372/2071 Sh., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani,
v platném znéni.

Udaje ze zdravoinické dokumentace pacientd, kieré budou uvedeny ve Vasi bakalafske praci,
musi byt anonymizovany.

Shér informaci budete provadat v dobé Vasi, Skolou schvaleng, odbomné praxe a pod piimym
vedenim opravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je RNDr. Karel Fajfriik Ph.D.,
prednosta MIKRO FN Pizen.

Po zpracovani Vami zjisténych Gdaju poskytnete zdravotnickému oddéleni / Klinice & organizacnimu
celku FM Plzef zavéry Vadeho Seffeni, pokud o né projevi oprdvnény pracovnik ZOK ( OC zdjem a
budete se aktivnd podilet na plipadné prezentaci vysledkl Vaseho Seffeni na vzdélavacich akcich
pofadanych FM Plzefi.

Toto povoleni nezaklddd povinnost zdravotnickych pracovniki s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naru$ovala pinéni pracovnich povinnosti zamésmancl. Spoluprace zaméstnancu
FM Plzer na Vasem Setieni je dobrovolna.

Peji Vdm hodn& dspéchi pii studiu.

Mgr. Bc Svétiuge Chabrova
manaferks pro viddlovand o wukuy NELZP
Fastupkynd nomesthynd pro ol pedT

Uitvar pamastkyne pro &i,l'péfl FM Pleen
tel.. 377 103 204, 377 402 207
e-mail: chabrovas @ fnmlren cr

22,11 2021
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