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Aktualizace ceskych doporucenych
postupu pro laboratorni diagnostiku infekei
vyvolanych Clostridium difficile

Kriitova M., Ny¢ O.

Ustav lékafské mikrobiologie, Univerzita Karlova, 2. lékaFska fakulta a Fakultni nemocnice v Motole, Praha

SOUHRN

Clostridium difficile jako ptvodce strevnich infekci (CDI) rlizné
zavaznosti patfi k vyznamnym nozokomialnim patogentm.
Mikrobiologicka diagnostika zahrnujici vhodny testovacf algorit-
mus a odpovidajici interpretaci vysledkd je klicova pro verifikaci
CDI. Predkladana aktualizace vychazi z evropskych doporuceni
pro laboratorni diagnostiku CDI s ohledem na sou¢asnou epi-
demiologickou situaci a pristupy v laboratorni diagnostice CDI
v Ceské republice (CR).

Indikaci k laboratornimu vysetreni je prdjmovita stolice. Vytér
z rekta je mozné pouzit k testovani pouze u iledznich pacientd.
Aktudlné je pro diagnostiku CDI doporucen dvoustupnovy tes-
tovaci algoritmus. PouZziti pouze jednoho testu neni povazovano
za dostatecné pro nizkou pozitivni prediktivni hodnotu. Problém
z hlediska jednoznacného diagnostického zaveru predstavuji
vzorky s pozitivnim vyhledavacim testem (glutamat dehydro-
genaza nebo DNA detekce toxigenniho kmene) a naslednou
negativitou prikazu volnych toxin( ve stolici imunoenzyma-

ABSTRACT

Kratova M., Ny¢ O.: Updated Czech guidelines for the labo-
ratory diagnosis of Clostridium difficile infections
Clostridium difficile, a causative agent of intestinal infections
(CDI) of varying severity, is an important nosocomial patho-
gen. Microbiological diagnosis, including an appropriate test
algorithm and the corresponding interpretation of the results,
is crucial for CDI confirmation. This update is based on the
European guidance document for CDI laboratory diagnosis,
taking into account the current CDI epidemiology and laboratory
diagnostic approaches in the Czech Republic.

Any diarrhoeal patient should be tested for CDI. The rectal
swabs can only be used for testing in patients with paralytic
ileus. Currently, a two-step test algorithm is recommended for
CDI diagnosis. Due to a low positive predictive value, a single
commercial test is not recommended as a stand-alone test for
diagnosing CDI. Samples with a positive screening test (glu-
tamate dehydrogenase or toxigenic strain nucleic acid) and a
subsequent negative EIA (enzyme immunoassay) test for the
presence of free toxins are diagnostically inconclusive. An option
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tickou (EIA) metodou. Mozné je pak pouzit treti (konfirmacnf)
test, ale predevsim je nutné zohlednit aktudlni klinicky stav
pacienta a dalsi laboratorni nalezy pro odliseni probihajici CDI
od kolonizace toxigennim kmenem C. difficile s moznou jinou
pricinou prajmu.

Obecné by se pfi volbé diagnostického testu méla brat v potaz
zjisténa senzitivita a specificita v{ci referencni metodé. Jako
zdroj by mély slouzit srovnadvaci studie publikované v recen-
zované literatufe, ne pouze informace vyrobce. V soucasné
dobé neexistuje diagnosticka souprava pro stanoveni toxin(
produkovanych C. difficile se 100% citlivosti. Na snizeni citlivosti
stanoveni mdze mit vliv preanalyticka faze (teplota skladovani
a transportu vzorku) a také zahdjeni empirické terapie pred
odbérem vzorku.
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is to use a third confirmatory test; however, the current clinical
status of the patient along with other laboratory findings should
be considered in order to differentiate between ongoing CDI,
carriage of a toxigenic strain of C. difficile, and other causes
of diarrhoea.

In general, when implementing a new diagnostic test, its sen-
sitivity and specificity should be compared against the refer-
ence method. Diagnostic tests should refer to the data from
published comparative studies and should not rely solely on
information provided by the manufacturer. Currently, there
is no commercial test available for detection of free C. difficile
toxins in stool samples with 100 % sensitivity. Moreover, the
pre-analytical conditions (storage and transport temperature
of stool samples) and/or the initiation of an empirical therapy
prior to the sampling may decrease the sensitivity of the assay.
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a jsou spojeny s nartistajici ekonomickou zatéZi pro zdra-
votnicka zafizeni [1]. Pro ispésné monitorovani vyskytu

Clostridium difficile je vyznamnym nozokomialnim a vfa- CDI, zahdjeni adekvatni terapie a nastaveni tc¢innych
dé zemi i komunitnim patogenem. Infekce vyvolané protiepidemickych opatfenije zasadni vcasné zaslani vzor-
C. difficile (CDI) jsou charakterizovany vysokou mortalitou  ku stolice pacientl1 se suspekci na tuto diagnézu. Stejnou
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dtilezitost ma pripravenost mikrobiologického pracovisté
z hlediska pouZzivanych diagnostickych souprav, testovaci-
ho algoritmu a propracovaného komunika¢niho systému
pro hlaseni a konzultaci zejména pozitivnich a nejedno-
znacnych vysledka.

Incidence CDI v CR m4 podle vysledi nékolika multicent-
rickych studii stoupajici charakter. V roce 2008 byla zjis-
téna ve tfech ceskych nemocnicich velmi nizka incidence
CDI (1,1 pfipadti na 10 000 oSetfovacich dni) [2]. V druhé
evropské studii, kterd zahrnovala data z 10 ¢eskych nemoc-
nic, byl zaznamenan narast incidence CDI na 4,4 pfipadt
na 10 000 oSetfovacich dni v obdobi 2011-2012 a 6,2 ptipadi
na 10 000 oSetfovacich dni v obdobi 2012-2013 [3]. V roce
2014 byla v 18 nemocnicich zjisténa incidence CDI 6,1
pripadt na 10 000 oSetfovacich dni [4] a v roce 2015, byla
incidence CDI 5,2 piipadti na 10 000 oSetfovacich dni ve
27 nemocnicich. Po zapocitani vzorkd s pozitivnim kon-
firma¢nim testem pfi negativité toxinti A/B vSak stoupla
na7,7 ptipadti na 10 000 oSetfovacich dni [5].

Testovaci frekvence zjisténa v letech 2014 a 2015 (39,5
a 37,3 testli na 10 000 oSetfovacich dni) [4, 5] byla podprii-
meérna ve srovnani s praimérnou testovaci frekvenci ve
vySe uvedené evropské studii (62,3 a 69,2 testi na 10 000
oSetfovacich dni), [3].

O urcitém rozptylu v diagnostickych piistupech na narod-
ni irovni svédci vysledky webového dotazniku (duben az
Cervenec, 2014), kdy 61 ¢eskych mikrobiologickych labora-
toii uvedlo pouzivani 24 riznych laboratornich algoritm.
Doporucenou citlivou screeningovou metodu nepouzivalo
8,2 % (n = 5) laboratofi a 21,3 % (n = 13) laboratofi nemélo
k dispozici konfirmacéni metodu v ptipadeé vysledku testu
GDH pozitivni, toxin A/B negativni [6].

S cilem optimalizovat CDI laboratorné diagnosticky algo-
ritmus byla provedena metaanalyza vysledkd studii zameé-
fenych na porovnani komercnich testl pro diagnostiku
CDI s referen¢ni metodou. Na zdkladé téchto vysledki
byla revidovana doporuceni z roku 2009 [7] a formulovana
nova doporuceni pro laboratorni diagnostiku CDI [8], ktera
jsou platna i pro ucely standardizované surveillance CDI
koordinované Evropskym centrem pro prevenci a kontrolu
infekci (ECDCQ), [9].

VYBER VZORKU K TESTOVANI

Laboratorni diagnostika CDI je zaloZena na vySetfeni
prijmovité stolice pacienta (vzorek kopiruje tvar kontej-
neru). Pro efektivni kontrolu vyskytu CDI v nemocnicnim
zatizeni by mély byt testovany vSechny priijmovité stolice
zaslané do laboratofe. Limitem laboratorni diagnosti-
ky je zaslani pouze rektalniho vytéru, coz znamena, ze
oSetfujici 1ékat na diagnézu CDI nepomysli, a vyznamné
procento CDI tak neni diagnostikovano [3]. Formovanou
stolici se nedoporucuje vySetfovat pro absenci prijmu
a moznosti detekce asymptomatického nosicstvi toxigen-
niho C. difficile. Takovy vzorek je mozno uvadét jako divod
neshody. Vyjimku tvoii pacienti s paralytickym ileem.
Pouze u ileéznich pacienttl je ptfipustné provést vysette-
ni i z rektalniho vytéru, idedlné pomoci molekularnich
metod. Diskutabilni je spodni vékova hranice pacientil
pro vySetfeni CDI, kdy v ramci evropskych doporuceni
pro diagnostiku a 1é¢bu CDI byla stanovena na tfi roky [8]
a v technickém protokolu pro surveillance CDI koordino-
vanou ECDC na dva roky [9]. U déti mladsich tfi let bylo
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zjisténo vysoké procento kolonizace toxigennimi kmeny
C. difficile[10]. Testovani je tedy doporuceno, pouze pokud
Kklinické podezieni na CDI pfetrvava a ostatni mozné pii-
¢iny prijmu byly vylouceny.

MOZNOSTI LABORATORNI DIAGNOSTIKY CDI

Soucasna mikrobiologicka diagnostika CDI vychazi z né-
kolika metod, které principialné detekuji tfi rizné cile.
Prtikaz volného toxinu ve stolici pomoci EIA nebo testem
cytotoxicity, prikaz C. difficile kultivaci nebo pfitomnosti
GDH metodou EIA nebo ovéfeni pfitomnosti toxigenniho
kmene na zakladé NAAT (Nucleic Acid Amplification
Test) nebo toxigenni kultivaci. Jak je znamo, senzitivita
a specificita jednotlivych metod je rizna, kazda ma sva
omezeni a Zadna zatim neni povazovana za optimalni
metodu volby, pokud je pouZita izolované.

STANOVENI GLUTAMAT DEHYDROGENAZY
A VOLNYCH TOXINU A/B VE STOLICI

Clutamat dehydrogenaza je enzym metabolismu kédo-
vany genem gluD, produkovanym jak toxigennimi, tak
netoxigennimi kmeny C. difficile [11]. Metody stanoveni
jsou imunoenzymatické (EIA) nebo imunochromatogra-
fické. Pozitivni vysledek ukazuje na pravdépodobnou pfi-
tomnost C. difficile ve vzorku stolice bez pfedpokladu, zda
kmen produkuje toxin (y), proto musi byt konfirmovan
metodou s vyssi specificitou (pfitomnost volnych toxind).
Pritomnost toxin® A/B miiZe byt detekovana taktéZ pomoci
EIA, imunochromatograficky nebo neutralizacnim testem
na tkanovych kulturdch. Komerc¢né dostupné testy posky-
tuji rychly vysledek, ale Zadny z nich nedosahuje 100%
senzitivity. Senzitivita kolisa od 29 % do 86 % podle uspo-
fadani testu [8]. Senzitivitu daného testu by mély udavat
srovnavaci studie vii¢i referenéni metodé publikované
vrecenzované literatufe, ne pouze informace od vyrobce.

DETEKCE TOXIGENNICH C. DIFFICILE

Pritomnost C. difficile mtize byt zjiStovana anaerobni kulti-
vaci nebo pritkazem fragment DNA toxigennich C. difficile
pomoci molekuldrnich metod (NAAT).

Pred kultivaci vzorku stolice na prukaz C. difficile je ne-
zbytny ,,alkoholovy Sok“, ktery indukuje germinaci spor.
Vzorek stolice je smichdn v poméru 1 : 1 se 70% metyl al-
koholem a nasledné inkubovan 30-60 minut pfi pokojové
teploté. Selektivni pldy pro kultivaci C. difficile obsahuji
latky podporujici germinaci spér (kyselina cholova) a do
jisté miry potlacujici rist privodni mikrofléry (cykloserin
a cefoxitin) [12]. U chromogennich médii byla publikovana
u nékterych kmend (ribotyp 023) neschopnost hydrolyzo-
vani eskulinu, coZ ma za nasledek odlisny morfologicky
vzhled kolonii (bilé, transparentni namisto cernych ko-
lonii) [13, 14]. Pro odliSeni toxigennich a netoxigennich
kmenti by mély byt izolaty C. difficile dale testovany na
pfitomnost gend pro tvorbu toxintl nebo na produkci
toxinl samotnych pomoci EIA, kdy je testovana suspenze
kolonii nebo supernatant kultury narostlé v bujénu nebo
neutralizacnim testem na tkanovych kulturach (toxigenni
kultivace) [15].
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Molekularni testy (NAAT) se 1isi podle cilového mista
v genomu, které detekuji, a také podle principu metody.
Neékteré testy jsou cilené pouze na gen pro produkci toxinu
B, jiné upfednostnuji detekci genu pro tvorbu toxinu A,
dalsi voli kombinaci hned nékolika cilovych mist v geno-
mu toxigennich C. difficile (napt. gen pro produkci toxinu
B, gen pro produkci bindrniho toxinu a delece v pozici 117
genu tcdC [16].

U molekularnich test@ umoznujicich odliSeni piitomnosti
ribotypu 027 od ostatnich ribotyp@ na zakladé pritomnosti
delece v pozici 117 genu tcdC a binarniho toxinu je nut-
né vzhledem k nélezu této delece u jinych ribotypu [17]
a k soucasné epidemiologické situaci v CR, kdy analyzou
2021 izolatt C. difficile v letech 2013-2015 bylo identifikova-
no 588 izolath ribotypu 176 a pouze 5 izolatd ribotypu 027
(18], doplnit vysledek o komentaf. Ten by mél obsahovat
informaci, Ze se nemusi jednat o ribotyp 027, ale naopak
jde s vy$si pravdépodobnosti o detekci aktudlné v CR vice
roz§ifeného ribotypu 176.

PREANALYTICKA FAZE

Vzorek stolice by mél byt do laboratofe dopraven v co
nejkratSim case, idedlné pti chladnickové teploté.

GDH nebo NAAT NEGATIVNI |

Clostridium difficile glutamat dehydrogenaza negativni (pro GDH test)
DNA toxigennich Clostridium difficile negativni (pro NAAT test)
Komentaf: C. difficile neni ve vzorku stolice s vysokou pravdépodobnosti pfitomno

(pro GDH test)
Toxigenni C. difficile neni ve vzorku stolice s vysokou pravdépodobnosti
pfitomno (pro NAAT test) /
GDH nebo NAAT POZITIVNI B3 TOXIN A/B POZITIVNI
Toxigenni Clostridium difficile pozitivni Y,

GDH POZITIVNI + TOXIN A/B NEGATIVNI ‘

Clostridium difficile glutamat dehydrogenaza pozitivni
Clostridium difficile toxin A/B negativni

Komentai: GDH mize byt produkovano toxigennim i netoxigennim kmenem C. difficile.
Negativita toxinl mize byt také zplisobena omezenou senzitivitou testu na priikaz toxind,
nedodrzenim pozadavku preanalytické faze nebo soucasnou antibiotickou terapii.

Dalsi upfesnéni je mozné pomoci PCR a/nebo toxigenni kultivaci, pokud klinické podezie-
ni pfetrvava a neni znama jina pficina prajmu. /

NAAT POZITIVNI + TOXIN A/B NEGATIVNI

DNA toxigennich Clostridium difficile pozitivni

Clostridium difficile toxin A/B negativni

Komentai: Negativita toxini mize byt zpiisobena nedostate¢nou senzitivitou testu na
priikaz toxin{, nedodrzenim pozadavki preanalytické faze nebo sou¢asnou antibiotickou
terapii.

Je nutna klinicka rozvaha, zda pietrvava podezieni na CDI nebo zda se jedna o kolonizaci
toxigennim kmenem C. difficile s jinou pfi¢inou prajmu.

Pii pfetrvavajicim prijmu pacienta jsou vylu¢ovany spéry toxigenniho C. difficile do
prostiedi! /

Schéma 1. Interpretace vysledk( jednotlivych testd
Diagram 1. Interpreting the results of individual tests

CDI - Clostridium difficile infection, DNA - deoxyribonucleic acid, GDH - glutamat dehydrogenaza,
NAAT - nucleic acid amplification tests
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Chladnickova teplota je dlilezita i pro skladovani vzorku
stolice, pokud neni laboratorni vySetfeni dostupné v ne-
omezeném rezimu. MraZeni vzorku vyznamneé snizuje titr
toxind ve stolici [19], coZ mlze vést k faleSné negativité
stanoveni volnych toxind ve stolici. Dal$im vyznamnym
faktorem ovliviiujicim citlivost laboratorni diagnostiky
CDI je zahajeni empirické terapie pred odbérem vzorku
k vySetfeni. Vysledky studie autort Sunkesula et al.,
ukazaly, Ze u 51 testovanych pacientit doSlo ke zméné
vysledku laboratornich testl (GDH, volné toxiny ve stolici
a NAAT) z pozitivniho na negativni u 14 % po jednom dni,
u 35 % po dvou dnech a u 45 % po tfech dnech od nasazeni
terapie [20].

TESTOVACI ALGORITMUS

Pro diagnostiku CDI je u pacientdl s podezfenim na tuto
infekci zdkladnim vySetfenim prakaz glutamat dehyd-
rogenazy (GDH), toxind A/B a/nebo pritomnosti toxigen-
niho C. difficile pomoci NAAT, jakozto citlivé vyhledavaci
testy s vysokou negativni prediktivni hodnotou. V ptipadé
pozitivity prvniho testu by mélo nasledovat stanoveni
pfitomnosti volnych toxin® A/B ve stolici pomoci EIA.
Alternativnim algoritmem je testovani pfitomnosti GDH
a toxind A/B soucasné, vzhledem k principu stanoveni
komer¢niho testu [8, 15].

Pozitivita obou testll potvrzuje s vysokou pravdépodobnos-
ti pfitomnost toxin produkujiciho kmene C. difficile a tim
idiagnoézu CDI. Pokud je vysledek prvniho testu pozitivni
a druhy test (EIA na prikaz toxin{l) negativni, je dopo-
ruceno vysetfeni doplnit tfetim konfirmacnim testem,
kterym muzZe byt NAAT, pokud nebyl tento test pouZit
jako vyhledavaci. Dalsi moznosti je toxigenni kultivace.
Predevs$im je ale nutné zohlednit aktuadlni klinicky stav
pacienta a dalsi laboratorni nalezy pro odliSeni probihajici
CDI od kolonizace toxigennim kmenem C. difficile s moZnou
jinou pfic¢inou prijmu [8, 15].

U kombinovanych testii je v pfipadé pozitivity toxin A/B
anegativity GDH doporuceno test provést znovu, V ptipadé
tohoto opakovaného, velmi malo pravdépodobného vy-
sledku je nutné pouzit dalsi konfirmacni test (toxigenni
kultivace nebo NAAT) [8, 15].

Pouziti pouze jednoho testu k diagnostice CDI neni dopo-
ruceno vzhledem k nizké pozitivni prediktivni hodnoté pro
diagnézu CDI. Pozitivni GDH neumozni odlisit toxigenni
anetoxigenni C. difficile, testy pro stanoveni volnych toxinti
A/B ve stolici vykazuji nedostatecnou citlivost a pozitivni
NAAT neodlisi nosiéstvi toxigenniho C. difficile od probi-
hajici infekce [8, 15].

Interpretace vysledki jednotlivych testl jsou uvedeny na
schématu 1.

OPAKOVANIi TESTOVANI

Pokud byl prvni testovany vzorek pozitivni, neni béhem
jedné epizody CDI (1-14 dni) opakovani testovani doporuce-
no a miize byt divodem k zaiznamu o neshodé. Testovani
nenivhodné ani pro kontrolu ti¢innosti 1é¢by CDI [8] z dG-
vodu mozného pfetrvavani pozitivity CDH, toxin@ a/nebo
DNA toxigennich C. difficile i pfes tstup klinickych obtizi
[21]. Z tohoto d@vodu také nelze pozadovat tii negativni
vysledky u pacienta s prodélanou CDI. Rozhodujici pro po-



souzeni efektivity antibiotické, pfipadné neantibiotické,
terapie je vzdy tiprava klinickych pfiznakd, tj. pfedevsim
pritomnost formované stolice.

Pokud byl prvni test negativni, mtze byt vyhledavaci test
zopakovan béhem jedné epizody prijmu:

a) pti pfetrvavani klinického podezieni s vyloucenim jiné
pric¢iny prijmu nebo

b) v zavislosti na lokalni epidemiologické situaci [8].

ZAVER

Komerc¢né dostupné mikrobiologické testy se 1ii jak svym
uspofadanim, principem detekce, tak i senzitivitou. Tato
skute¢nost musi byt zohlednéna pii interpretaci laborator-
nich nalezl, coZ je nezbytné zejména u nejednoznacnych
vysledki korelovat s klinickym stavem pacienta a dalS§imi
laboratornimi udaji.
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