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SOUHRN

Cil prace: Posouzeni dostupnosti a laboratorni diagnostiky
infekef vyvolanych C. difficile v Ceské republice (CR) véetné
spektra pouzivanych testd, jejich vyuziti v kombinacich a od-
povidajici interpretace modelovych nalez(.

Materiadl a metodika: Data byla ziskana na zakladé vyplné-
ni webového dotazniku zastupci 61 statnich i soukromych
mikrobiologickych laboratofi. Dotaznik byl zaméfen na po-
uzivané diagnostické soupravy a kultivaéni média v ramci
diagnostiky CDI (C. difficile infection). Dale byla pozadovana
interpretace laboratorniho nalezu GDH (glutamatdehydro-
genaza) pozitivni, toxin A/B negativni bez konfirmace nebo
s konfirmaci podle moznosti laboratore.

Vysledky: V CR je nejcastéji v prvnim diagnostickém kroku
u CDI pouzivan test C. DIFF Quik Chek Complete® (Alere) pro
prikaz GDH a toxind A/B, jak uvedlo 50 laboratofi (82 %).
Anaerobni kultivaci provadi 43 laboratofi (70,5 %), z toho 21
laboratofi (48,8 %) pouziva selektivni agar (Oxoid). Moznost
primého prikazu DNA toxigennich C. difficile ma k dispozici
17 laboratofi (27,9 %) a vétsina z nich (15 laboratofi) pouziva
uzavreny systém Xpert® C. difficile (Cepheid).

Diagnostiku zalozenou pouze na prikazu GDH a toxint A/B
uvedlo 13 laboratofi (21,3 %). Dvé laboratore (3,3 %) prokazuji
jen toxiny A/B a tfi laboratore (4,9 %) prikaz toxint A/B
doplnuji anaerobni kultivaci. Tristupnové schéma: prikaz
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possibilities, and interpretation of laboratory results
Objective: To assess the availability of the laboratory di-
agnosis of infections caused by C. difficile in the Czech
Republic (CR), including the range of tests used, possible
combinations, and adequate interpretation of model results.
Material and methods: Data were collected through a web
questionnaire survey with the participation of representa-
tives of 61 public and private microbiological laboratories.
The questionnaire addressed the use of diagnostic test kits
and culture media in the diagnosis of C. difficile infection
(CDI). In addition, the respondents were asked to interpret
a glutamate dehydrogenase (GDH) positive and, at the same
time, toxin A/B negative result, without or with laboratory
confirmation if available.

Results: In the CR, the most commonly used test in the
diagnosis of CDI is the C. DIFF Quik Chek Complete® test
(Alere) for the detection of GDH and A/B toxins, as reported
by 50 (82 %) laboratories. Anaerobic culture is performed
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GDH a toxint A/B doplnéné o anaerobni kultivaci provadi 26
laboratofi (42,6 %). Priikaz GDH, toxinG A/B a PCR nabizeji
tri laboratore (4,9 %). Kompletni diagnostické schéma CDI
(prlikaz GDH, toxind, primy prikaz DNA anaerobni kultivaci)
ma k dispozici 14 laboratofi (23 %).

Zavér: V nasi dotaznikové studii jsme identifikovali 24 riz-
nych testovacich algoritm@ pouzivanych v dobé studie (du-
ben az ¢ervenec 2014) v CR. Pét laboratofi (8,2 %) nema ve
svém testovacim algoritmu zahrnut citlivy screeningovy test,
jako je prikaz GDH nebo NAAT (Nucleic Acid Amplification
Test). Trinact laboratofi (21,3 %) stanovuje GDH a toxiny
a v pripadé izolované pozitivity jednoho testu nema k dis-
pozici konfirmacni metodu. U GDH pozitivnich a toxin A/B
negativnich vzorkl by kazdy vysledek mél byt opatren
dopliujicim komentarem o dalSich moznostech laborator-
niho prikazu CDI a o uvadéné senzitivité pouzitého testu.
V pfipadé, ze neni moznost konfirmace dal$im testem, by
po vyloucéeni jiné priciny prijmu, mél byt vysledek hodnocen
jako epidemiologicky i klinicky vyznamny.

KLiCOVA SLOVA

Clostridium difficile - diagnostika - testovaci algoritmus
- glutamatdehydrogenaza - toxiny A/B

by 43 (70.5 %) laboratories, 21 (48.8 %) of which use se-
lective agar (Oxoid). Direct detection of DNA of toxigenic
C. difficile is feasible in 17 (27.9 %) laboratories, with most
of them (15 laboratories) using the closed system Xpert® C.
difficile (Cepheid).

The diagnosis based only on the detection of GDH and A/B
toxins is used by 13 (21.3 %) laboratories. Two (3.3 %) labora-
tories detect A/B toxins alone and three (4.9 %) laboratories
carry out the detection of A/B toxins followed by anaerobic
culture. A three step scheme: detection of GDH and A/B tox-
ins with subsequent anaerobic culture is used by 26 (42.6 %)
laboratories. The detection of GDH and A/B toxins along with
a PCR assay are provided by three (4.9 %) laboratories. A
complete diagnostic scheme for CDI (detection of GDH and
A/B toxins, direct detection of DNA, and aerobic culture) is
feasible in 14 (23 %) laboratories.

Conclusion: This questionnaire survey study identified 24
different testing algorithms to be in use within the study
period (April to July 2014) in the CR. Five (8.2 %) laboratories
have no highly sensitive screening test such as the detection
of GDH or nucleic acid amplification test (NAAT) included in
their testing algorithm. Thirteen (21.3 %) laboratories perform



the detection of GDH and A/B toxins but have no confirma-
tion method to be used if only one test turns out positive.
In the case of GDH positivity and A/B toxin negativity, the
result should be provided with a supplementary comment on
further possibilities for the laboratory detection of CDI and
the claimed sensitivity of the test used. If no confirmation test
is available, the result should be considered as epidemiolo-

uvob

Clostridium difficile je vyznamnym nozokomialnim pato-
genem, ktery je zodpovédny za vznik kolitid s mnohdy
zavaznym prabéhem, zpravidla v souvislosti s pred-
chozi nebo soubéznou antibiotickou 1écbou [1]. Podle
vysledkd plo$né ribotypizace v roce 2013 se na soucasné
epidemiologické situaci v CR vyrazné podili ribotyp 176
[2]. Vyskyt C. difficile ribotypu 176 je hlasen v Polsku sou-
Casné s ribotypem 027 [3], ktery byl identifikovan i na
tizemi CR jako importovana infekce [4].

Infekce vyvolané C. difficile podléhaji v CR povinnému
hlaSeni do systému EPIDAT, programu evidence a ana-
lyzy vyskytu infekénich nemoci v Ceské republice. Kod
pro hlaseni infekci vyvolanych C. difficile je Aog, a tyto
infekce spadaji pod diagnézu: Jiné bakteridlni stfev-
ni infekce. Kontinualni surveillance s validnimi daty
o epidemiologické situaci tohoto onemocnéni na na-
Sem tzemi prozatim chybi. V ramci feSeni grantového
projektu Interni grantové agentury Ministerstva zdra-
votnictvi (NT 14209-3) je v Ustavu 1ékafské mikrobiolo-
gie v Praze v Motole zajistovana ribotypizace klinicky
vyznamnych izolatl C. difficile, ktera je v Evropé nejroz-
$ifenéjsi typiza¢ni metodou [5]. Pribézna data ziskana
z vy$e uvedenych zdrojti svédéi o tom, Ze CR se vyskytem
CDI nevymyka vétsiné evropskych zemi. Tedy i u nas se
jednd o vyznamny epidemiologicky problém, ktery se
doposud nedafti ucinné zvladnout.

V¢asna a spravneé provedena laboratorni diagnostika in-
fekci vyvolanych C. difficile je zdsadni nejen pro zvoleni
adekvatni terapie, ale i pro zahajeni protiepidemickych
opatfeni, kterd vedou k zamezeni pfenosu infekce na
dalsi vinimavé jedince [6]. Diagnostika a terapie infek-
ci vyvolanych C. difficile by v Evropé méla vychazet z do-
poruceni Evropské spolecnosti klinické mikrobiologie
a infekénich nemoci (ESCMID) [7]. V navaznosti na ten-
to dokument byl vydan narodni doporuceny postup dia-
gnostiky a 1é¢by kolitidy vyvolané Clostridium difficile [8].
Mikrobiologicka laboratof je zodpovédna za zvoleni
dostatecné citlivé a specifické metody, nastaveni tes-
tovaciho algoritmu a odpovidajici interpretaci labora-
tornich nélezli. Soucasna nabidka diagnostickych sou-
prav na Ceském trhu je Siroka. Testy se déli do nékolika
kategorii, podle toho, na jakém jsou zaloZeny principu
a jaké cile v souvislosti s klostridiovou infekci detekuji.
Jednotny testovaci algoritmus neni stanoven, a tudiz
muze v diagnostice CDI nastat jisty druh nejistoty [9].
Cilem prace bylo posoudit aktualni troven diagnostiky
CDI v CR véetné spektra pouzivanych laboratornich tes-
tl a schopnosti adekvatné interpretovat modelové vy-
sledky klicovych testil.
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gically and clinically significant, once other possible causes
of diarrhoea are ruled out.
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MATERIAL A METODY

Do studie se vyplnénim webového dotazniku zapojilo 61
laboratoti (7 soukromych, 54 statnich). Odpovédi byly
obdrzeny v obdobi duben az Cervenec 2014. Dotaznik byl
zaméfen na pouzivané testy na stanoveni GDH a toxi-
nd A/B, na moznosti vyuziti molekularné-biologickych
metod pro prikaz DNA toxigennich C. difficile ve stolici
a jejich zatazeni do diagnostického schématu laborato-
fe, na provadéni anaerobni kultivace a na interpretaci
laboratorniho nalezu GDH pozitivni, toxin A/B nega-
tivni bez konfirmace nebo s konfirmaci podle moznosti
laboratote.

VYSLEDKY

Souhrnné vysledky o pouzivanych diagnostickych
soupravach a kultiva¢nich médiich, rozdélené podle
testovacich algoritmt pouzivanych v jednotlivych la-
boratofich, obsahuje tabulka 1. Podrobné vysledky
k jednotlivym otazkdm z dotazniku jsou uvedeny v na-
sledujicim textu.

Jaky test pouZivate na stanoveni GDH?

Pét laboratofti (8,2 %) nabizejici diagnostiku CDI test na
prikaz GDHneprovadi. Zostatnich 56 laboratofi (91,8 %),
které GDH stanovuji, uvedlo 50 laboratoii (89,3 %) po-
uzivani testu C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere). Tti
laboratofte (5,3 %) pouzivaji Liaison C. difficile GDH test®
(DiaSorin), jedna laborator (1,8 %) uvedla test Vidas® C.
difficile GDH (BIOMérieux), jedna laboratof (1,8 %) pou-
ziva Rapid Viditest C. difficile Ag (GDH) (Vidia), a jedna
laboratof (1,8 %) uvedla test Rida Quick® C. difficile GDH
(r-biopharm).

Jaky test pouZivate na stanoveni toxinti A/B?
VSechny laboratotfe, které nabizeji stanoveni GDH po-
uzivaji ke stanoveni toxin@i A/B shodny test. Laborato-
Te, které GDH nestanovuji, pouzivaji nasledujici testy:
dvé laboratofe (3,3 %) uvedly test Xpect® C. difficile Toxin
A/B (Remel), dvé laboratore (3,3 %) pouzivaji test Vidas®
C. difficile Toxin A&B (BIOMérieux) a jedna laboratof (1,6
%) uvedla Rapid Viditest C. difficile toxin A+B (Vidia).

Provadi vase pracovisté kultivaci C. difficile?

Anaerobni kultivaci zaméfenou na priikaz C. difficile ze
stolice provadi 43 laboratoii (70,5 %). Pét z téchto labo-
ratoii (11,6 %) pouziva pro primokultivaci neselektivni
agar. VSechny GDH pozitivni vzorky kultivuje 26 labo-
ratofi (60,5 %). Kultivaci pouze toxin A/B pozitivnich
vzorkll uvedlo 8 laboratoti (18,6 %). Kultivaci vsech sto-
lic uvedla jedna laboratof (2,3 %). Ostatni laboratofe,
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Tabulka 1. Testovaci algoritmy se specifikaci pouzivanych diagnostickych souprav a kultivacnich médii

Table 1. The test algorithms with specifications of the diagnostic test kits and culture media

C. difficile GDH a toxiny A/B

C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere)

C. difficile GDH a toxiny A/B, anaerobni kultivace

Pocet laboratofi

C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (Oxoid) 10
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (BIOMerieux) 4
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivniagar (Viamar-Biorad) 3
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), Schaedler agar (bez uvedeni vyrobce) 2
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar ChromID® (BIOMérieux) 1
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (Trios) 1
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (Dulab) 1
Liaison®C. difficile GDH, Toxins Aa.B test (DiaSorin), selektivni agar (Oxoid) 1
RidaQuick® C. difficile GDH, toxin A/B, (r-biopharm), selektivni agar (Labmediaservis) 1
Rapid Viditest C. difficile Ag (GDH), toxin A+B (Vidia), Schaedler agar (bez uvedeni vyrobce) 1
Vidas® C. difficile GDH, Toxin A & B (BIOMérieux), selektivni agar (BIOMérieux) 1

C. difficile GDH a toxiny A/B, anaerobni kultivace, PCR

C. difficile GDH, toxiny A/B, PCR

C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), Xpert® C. difficile (Cepheid)

C. difficile toxiny A/B

C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (Oxoid), Xpert® C. difficile (Cepheid) 6
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar ChromID® (Biomérieux), Xpert® C. difficile (Cepheid) 2
Liaison®C. difficile GDH, Toxins Aa.B test (DiaSorin), selektivni agar (Oxoid), Xpert® C. difficile (Cepheid) 2
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (Oxoid), RIDA®*GENE C. difficile (r-biopharm) 1
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (BIOMerieux), RIDA®*GENE C. difficile (r-biopharm) 1
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), VLA agar (bez uvedeni vyrobce), Xpert® C. difficile (Cepheid) 1
C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), selektivni agar (Viamar-Biorad), Xpert® C. difficile (Cepheid) 1

Xpect® C. difficile Toxin A/B Test (Remel)

C. difficile toxiny A/B, anaerobni kultivace

Vidas® C. difficile Toxin A & B (Biomérieux), selektivni agar ChromID® (BIOMerieux) 1

Vidas® C. difficile Toxin A & B (Biomérieux), kombinace WCH a EGG agaru (bez uvedeni vyrobce) 1

Rapid Viditest C. difficile toxin A+B (Vidia), selektivni agar (Oxoid)

které kultivaci provadéji, blize nespecifikovaly kritéria,
které vzorky jsou kultivovany.

Provadite pfed kultivaci tzv. alkoholovy $ok?
AlkoholovySokprovadipredkultivaci32laboratoti(74,4%)
ze 43 laboratofi, které provadéji anaerobni kultivaci na
prukaz C. difficile. Z 11 laboratoti (25,6 %), které neprova-
déji alkoholovy Sok, 9 jich (81,8 %) kultivuje na selektiv-
nim médiu a 2 laboratote (18,2 %) pouzivaji neselektivni
kultiva¢ni médium.

Jaké pouzivate kultivaéni médium?

Pouziti selektivniho média pro C. difficile (Oxoid) uved-
lo 21 laboratofi (48,8 %) ze 43, které provadéji anaerob-
ni kultivaci. Dalsi kultiva¢ni ptidou je selektivni agar
(BIOmeérieux), ktery pouZiva Sest laboratofi (14 %). Ctyfi
laboratote (9,3 %) uvedly pouziti chromogenniho agaru
chromID™C.difficile(BIOMérieux). Ctyfilaboratofe(9,3%)
kultivuji na selektivni pidé CD agar (Viamar-Bio-Rad).
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Jedna laborator (2,3 %) uvedla kultivaci na agaru pro kul-
tivaci C. difficile (Trios), jedna laboratoft (2,3 %) kultivuje
na CLDA/Clostridium difficile agar + suplement CaC (Dulab)
a jedna laboratof (2,3 %) pouziva C. difficile krevni agar
(Labmediaservis). Neselektivni Schaedlertiv agar pou-
zivaji tfi laboratofe (7 %). Jedna laboratof (2,3 %) uved-
la kombinaci pdd WCH, EGGC. Jedna laboratof (2,3 %)
kultivuje na VLA agaru.

Nabizi Vase pracovisté pfimy priitkaz DNA
toxigennich C. difficile?

Pfimy prakaz toxigennich C. difficile pomoci moleku-
larnich metod je k dispozici v 17 laboratofich (27,9 %).
Test Xpert® C. difficile (Cepheid) uvedlo 15 laboratoti (88,2
%), které PCR provadéji. Ve zbyvajicich dvou labora-
torich (11,8 %) je diagnostika provadéna pomoci testu
Rida°Gene Clostridium difficile (r-biopharm).

Primy prikaz DNA toxigennich C. difficile pouziva 12 la-
boratofi (70,6 %) pro konfirmaci GDH pozitivnich a to-



xin negativnich vzork. Tti laboratofe (17,6 %) provadéji
PCR test na pozadavek oSetfujiciho 1ékafe. Dvé labora-
tofe (11,8 %) maji PCR test pro statimové tucely.

Pouzivané diagnostické algoritmy v CR

V nasi dotaznikové studii jsme identifikovali 24 rtaz-
nych testovacich algoritma. Diagnostiku zaloZenou na
priitkazu GDH a toxin@ A/B uvedlo 13 laboratofi (21,3 %).
Dvé laboratofe (3,3 %) prokazuji pouze toxiny A/B a tfi
laboratofe (4,9 %) prikaz toxint A/B dopliiuji anaerob-
ni kultivaci. Tfistupriové schéma: prikaz GDH a toxi-
nl A/B doplnéné o anaerobni kultivaci provadi 26 la-
boratofi (42,6 %). Tiistupriové schéma: pritkaz GDH,
toxin@ a PCR nabizeji tfi laboratofe (4,9 %). Kompletni
diagnostické schéma CDI (priikaz GDH, toxinli, pfimy
prikaz DNA a anaerobni kultivaci) ma k dispozici 14 la-
boratofi (23 %).

Interpretace nilezu GDH pozitivni a toxin negativni
(bez mozZnosti kultivace a PCR)

Sestnact laboratofi (69,6 %) z celkem 23, které maji dia-
gnostiku zaloZenou pouze na prikazu GDH a toxind
A/B nebo pouze na priikazu toxind ¢i provadi kultivaci
pouze toxin pozitivnich vzorkd, interpretaci vysledki
nepripojuje. Interpretaci o mozné faleSné negativité
toxind pfipojuje pouze jedna laboratof (4,3 %). Dvé la-
boratote (8,7 %) v tomto pripadé doporucuji opakovat
odbér, jedna laboratof (4,3 %) hodnoti tento nélez jako:
,,C. difficile pozitivni“, dvé laboratote (8,6 %) jako: ,,C. diffi-
cilenegativni* a jedna laboratof (4,3 %) vydava vysledek:
,Prokazan netoxigenni kmen C. difficile.

Interpretace nilezu GDH pozitivni, toxin A/B
negativni a anaerobni kultivace pro prukaz

C. difficile pozitivni

Osm laboratofi (30,8 %) nepfipojuje k vysledkim Zadny
komentar, z toho pét laboratofi (19,2 %) uvedlo, Ze kul-
tivuje pouze toxin pozitivni vzorky, takze v diagnostice
GDH pozitivnich toxin negativnich vzorkd nepokracu-
je. Deset laboratoii (38,4 %) uvedlo, Ze v ptipadé pozitiv-
ni kultivace se pokusi o prikaz toxind pfimo z narostlé
kultury C. difficile. Zbylych osm laboratofi (30,8 %), které
kultivuji vSechny GDH pozitivni vzorky a pfi pozitivité
kultivace bez dodate¢ného prukazu toxin interpretuji
vysledky nasledovné: pét laboratoii (19,2 %): ,,C. difficile
pozitivni“; dvé laboratofe (7,7 %): ,,Potvrzen kmen bez
produkce toxinu“. Jedna laboratoft (3,9 %) pfipojuje k vy-
sledku komentar o senzitivité pouzitych metod a prav-
dépodobnosti toxigenity kmene na zakladé zkusenosti
v laboratofi.

Interpretace nilezu GDH pozitivni, toxin A/B
negativni, PCR pozitivni

Vsech 17 laboratofi (100 %), které maji k dispozici pfimy
prikaz DNA toxigennich C. difficile ve stolici uvedlo in-
terpretaci ,,C. difficile pozitivni“,

DISKUSE

Spektrum nabizenych komerénich souprav urcenych
pro diagnostiku CDI v CR je §iroké. Jednotné optimal-
ni diagnostické schéma neni v soucasnosti doporucené
[7]. Pfed zafazenim testu do diagnostického algoritmu
je predev§im nutné si uvédomit, co zvolend metoda
prokazuje, zda se jedna o volné antigeny ve stolici, ¢i
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bakterii jako takovou nebo jeji potencidlni schopnost
produkovat toxin.

Pro diagnostiku CDI je doporucovan dvou- nebo tfistup-
novy testovaci algoritmus, kdy prvni pozitivni test by
mél byt konfirmovan dal$im testem nebo pomoci refe-
ren¢ni metody [7]. Jako referencni metody jsou v dia-
gnostice CDI povazovany neutraliza¢ni cytotoxicky test
pro prikaz C. difficile toxinu ve stolici a toxigenni kulti-
vace, ktera potvrzuje schopnost izolatu C. difficile produ-
kovat toxin in vitro.

Jako prvni krok dvoustupriového testovaciho algoritmu
je doporuceno pouzit senzitivniho screeningového tes-
tu s vysokou negativni prediktivni hodnotou pro rych-
1é vylouceni pacientli bez CDI. Toto kritérium spliiuje
imunoenzymatické stanoveni GDH nebo NAAT [10, 11].
Podle vysledka nasi studie pét laboratofi (8,2 %) toto Kkri-
térium nespliuje.

Dalsimi kroky testovaciho algoritmu jsou bud imuno-
enzymaticky prikaz volnych toxint ve stolici, nebo
NAAT pro detekci toxigennich kmend C. difficile (pokud
tento test nebyl pouzit jako screeningovy). Pozitivni
NAAT s negativnim prtikazem toxint neumozni odli-
§it kolonizaci pacienta od probihajici infekce. Pacienti
s pozitivnim prkazem toxint ve stolici maji signifi-
kantné vyssi riziko mortality [12].

Komer¢ni diagnostické soupravy na prikaz GDH a to-
xinQl detekuji shodny cil, ale vzhledem k rozdilnému
principu metody a rozdilnému zptisobu detekce nelze
vyloudit i rozdilnou senzitivitu ¢i specificitu testu. Vét-
§ina laboratofi (82%) pouziva v prvnim diagnostickém
kroku test C.DIFF Quik Chek Complete® (Alere), rychly
membranovy imunoenzymaticky test detekujici GDH
a toxiny A/B v jednom kroku. Senzitivita tohoto testu
pro priikaz toxin@ v porovnani s cytotoxickou kultivaci
se pohybuje od 59,6 % ve studii autord Sharp et al. [13],
do 74,4 % ve studii autord Eastwood et al. [14].

Na principu automatizované chemiluminiscen¢ni imu-
noanalyzy jsou zaloZeny testy Liaison‘C. difficile GDH,
toxins AaB (DiaSorin, USA). Porovnavaci studie s vyse
uvedenym testem autor Kriitova et al. [15] prokazala
0 7 % vySS§i senzitivitu pro detekci C. difficile toxin{i A/B
[15]. Limitaci této studie ovSem byl pomérné maly sou-
bor provedenych vySetfeni (86) pficemz témér polovina
z nich (36) byla negativnich.

Princip imunochromatografie vyuzivaji testy Rapid-
-Viditest C. difficile Ag (CDH) nebo C. difficile toxin A+B
(vidia), RidaQuick® C. difficile GDH ,Toxins A/B (r-bio-
pharm) a Xpect® C. difficile Toxin A/B (Remel). Senzitivita
testu Xpect® C. difficile Toxin A/B se v porovnani s cytoto-
xickou kultivaci pohybuje od 48 % ve studii Sloan et al.
[16] do 68,8 % ve studii Eastwood et al. [14].

Testy Vidas® C. difficile GDH a C. difficile Toxin A&B (BIO-
Meérieux) jsou zaloZeny na technologii ELFA (Enzyme-
-Linked Fluorescence Asay). Senzitivita testu pro stano-
veni toxinl A/B se pohybuje od 58,8 % ve studii de Jong
et al. [17] do 80 % ve studii Eastwood et al. [14].
Alkoholovy Sok pred anaerobni kultivaci pro kultivacni
priukaz C. difficile selektivné dekontaminuje stolici usmr-
cenim vegetativnich forem bakterii a podporuje germi-
naci spor C. difficile. Provedeni alkoholového Soku s pou-
zitim selektivniho média zvysSuje vytéZnost anaerobni
kultivace pro priikaz C. difficile ve stolici [18].

Pro anaerobni kultivaci cilené na prikaz C. difficileje dopo-
ruceno pouzit selektivni kultiva¢ni média [19]. V pripadé
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pouziti neselektivni kultiva¢ni pdy, ve studii uvedlo pét
laboratofti (11,6 %) ze 43, které provadéji anaerobni kul-
tivaci, mize dojit z divodu pomalejsiho ristu C. difficile
k jeho prekryti privodni flérou ze stolice. Oproti tomu
neselektivni agary podporuji sporulaci C. difficile. 1zolace
kmene C difficile z klinického materidlu je nezastupitelna
pro stanoveni antibiogramu a moznosti urceni dalsich
molekuldrnich charakteristik, jako je napt. ribotypiza-
ce. Pozitivni priikaz C. difficile pomoci anaerobni kultiva-
ce na selektivnim agaru bez pozitivity testu na prakaz
C. difficile toxinti A/B nebo genti pro produkci toxint nelze
povazovat jako potvrzeni infekce, protoze kultivaci lze
izolovat i netoxigenni kmeny C. difficile.

Metody amplifikace nukleovych Kkyselin zaloZené na
PCR v redlném case (Real-Time PCR) jsou metodami do-
sahujicimi téméf 100 % senzitivitu a specificitu [20, 21].
Molekularni test Xpert® C. difficile (Cepheid) je nejcastéji
pouZivanym molekuldrnim testem v laboratofich v CR,
které nabizeji molekularni diagnostiku C. difficile. Jedna
se o0 uzavieny systém, ktery je schopen detekovat piitom-
nost genu pro tvorbu toxinu B (tcdB) binarniho toxinu
(cdtB) a delece v pozici 117 regula¢niho genu tcdC 22, 23].
Pozitivita vSech tii cilovych tsekd je vSak shodné dete-
kovana jak u C. difficile ribotypu 027, tak i u ribotypu 176,
a pro spolehlivé ovéreni konkrétniho ribotypu je nezbyt-
na ribotypizace zalozena na kapilarni elektroforéze [24].
Interpretace laboratorniho ndlezu GDH pozitivni, toxin
A/B, negativni bez konfirmace nebo s konfirmaci podle
moznosti laboratofe se ukazala pro nékteré laboratofe
jako problematicka. Ve véts§iné piipadl laboratofe in-
terpretaci neprovadéji. V uvedenych interpretacich se
vyskytla i neodpovidajici hodnoceni.

Podle autorti Wilcox et al. [11] je vysledek GDH pozitivni,
toxin negativni urcen pouze lokalnimu hlaseni, vzhle-
dem k moznému vylucovani C. difficile do prosttedi. To-
muto vysledku je tedy pfipisovan spise epidemiologicky
nez klinicky vyznam, zejména pokud se podafi vyloucit
jinou pficinu stfevnich obtizi [11]. Jak uvadi autoti Plan-
che et al. [12], jedna se o0 novou diagnostickou kategorii
pacientl s prijmem, ktery nemusi byt vyvolan C. diffi-
cile, ale ktery mtiZe byt pficinou cross infekce, pfenosu
C. difficile na vnimavého jedince [12]. Na druhou stranu
je tfeba brat v ivahu limitovanou senzitivitu testl na
prikaz toxint A/B ve stolici, tudiz i znacné procento fa-
le$né negativnich vysledka.

Laboratofe, které nabizeji pouze pritkaz GDH a toxint
A/B by pii pozitivité GDH a negativité toxind A/B mély
pripojit komentar o senzitivité pouzivané metody a pfi-
tomnosti GHD jak u toxigennich, tak i netoxigennich
C. difficile.

U pozitivnich kultivacnich nalezi GDH pozitivnich
a toxin A/B negativnich vzorkl bez dal$i konfirmace
toxigenity kmene by mél byt vysledek minimalné do-
plnén komentafem, Ze vykultivovany kmen C. difficile
miZe byt toxigenni i netoxigenni.

Kazdy vysledek GDH pozitivni, toxin A/B negativni by
meél byt neprodlené hlasSen osetfujicimu 1ékafi a kon-
zultovan s aktuadlnim klinickym stavem pacienta.
ZAVER

Diagnostické moznosti a pristupy u infekci vyvolanych
C. difficile se v jednotlivych mikrobiologickych laborato-
fich v CR 1i8i. V nasi dotaznikové studii jsme identifi-
kovali 24 rGznych testovacich algoritm@ pouZzivanych
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v dobé studie (duben aZ Eervenec 2014 v CR). P&t labo-
ratoti (8,2 %) nema ve svém testovacim algoritmu za-
hrnut citlivy screeningovy test, jako je prikaz C. difficile
GDH nebo NAAT. Tfinact laboratofi (21,3 %) stanovuje
C. difficile CDH a toxiny a v ptipadé izolované pozitivity
jednoho testu nema k dispozici konfirmaéni metodu.
Prekvapivé velké procento laboratofi 70,5 % (43) prova-
di anaerobni kultivaci. Pét z téchto laboratofi (11,6 %)
pouziva pro primarni kultivaci neselektivni kultivacni
médium a 11 laboratofi (25,6 %) neprovadi pred kultivaci
tzv. alkoholovy Sok.

S moznostmi laboratorni diagnostiky koreluje i inter-
pretace laboratornich vysledki. Kazdy nejednoznacny
vysledek by mél byt opatfen dopliiujicim komentatfem
o dalsich moznostech laboratorniho prtikazu, o uvadé-
né senzitivité testu a patfi¢nou interpretaci vysledki
testll, a to hlavné v pfipadé GDH pozitivnich a toxin A/B
negativnich vzorka. To plati zejména v pfipadech, kdy
neni mozna konzultace klinického stavu pacienta pfi-
mo s oSetfujicim 1ékatem.
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