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UvVOD

Prace pojednava o bakteriich rodu Clostridium, zejména o druhu ClI. difficile. Jsou to
grampozitivni sporulujici anaerobni tyc€inky, které kvuli produkci toxini mohou
¢lovéku zpusobit vazna onemocnéni. Mezi ty znaméjsi patii botulismus neboli otrava
klobasovym jedem, tetanus, znamy diky pravidelnému ockovani, plynata snét, Casto
se vyskytujici u valecnych zranéni ¢i pseudomembranozni kolitida, o které se dnes
mluvi pfevazné v souvislosti s 1é¢bou antibiotiky. Pokud nemaji spravné podminky pro
rust, vytvoii klidové stadium, tzv. sporu, ve kterém mohou piezivat az stovky let.

Kultivace klostridii se od bézné kultivace 1isi tim, ze musi probihat bez piistupu kysliku.

Téma bakalatské prace jsem si vybrala kvili zajmu o mikrobiologii a také o dalsi
vzdélavani v oboru bakteriologie. Klostridia mé zaujala nejvice pravé diky jejich
odliSnostem od ostatnich béznych bakterii. Dal$im divodem byl milj zijem

0 onemocnéni, kterd zptsobuyji.

Pfi studiu literatury jsem se dozvédéla, ze onemocnéni zptisobena Cl. difficile maji
souvislost s masivni destrukci mikroflory ve stievé, coz muize byt zplsobeno
napft. 1écbou antibiotiky. Ta byvaji v dnesni dob¢ ¢asto neuvazené predepisovana, proto
patii stfevni onemocnéni zpusobovana Cl. difficile mezi jedny z nejéastéjSich
nozokomialnich ndkaz. Toto zjiSténi mé piimélo zajimat se o Cetnost vyskytu
Cl. difficile v mém okoli, v Plzni. Cilem prace je tedy zpracovat a zhodnotit statisticka
data pochazejici z vysledkll vySetieni stolice na prukaz antigenu ¢i toxinu Cl. difficile
ve FN Plzen v letech 2012-2016. Dale prozkoumat faktory, které maji vliv na vznik
CDI, zejména veék a pohlavi pacientli, a popsat priubéh laboratorni diagnostiky

Cl. difficile ve FN Plzen.

K dosazeni stanovenych cilli jsem zpracovavala literarni a internetové zdroje.
Pracovala jsem predevsim s knihami pana profesora Votavy, a tos Lékaiskou
mikrobiologii obecnou, specialni a vysetfovacimi metodami. Cerpala jsem také

z odbornych publikaci, zejména z ¢asopisu Klinicka mikrobiologie a infek¢ni 1ékafstvi.

Pro spravné pochopeni prace jsou potiebné alesponn minimalni znalosti v oblasti

mikrobiologie a mediciny.
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TEORETICKA CAST

1 ROD CLOSTRIDIUM

Klostridia jsou grampozitivni sporulujici anaerobni ty¢inky vyskytujici se hojné
Vv piirod¢€, v pudé, ve stolici lidi a zvifat. VéEtSinou jsou to saprofyté, nékterd mohou
kvali produkci toxinl vyvolat zdvazna onemocnéni u c¢lovéka. Spoleénym znakem
je jejich citlivost ke kysliku, ktera je u jednotlivych druhti riizna, ale nikdy se nemnozi
V jeho ptitomnosti. Nékteré druhy (napt. Cl. perfringens, Cl. histolyticum, Cl. tertium)
jsou aerotolerantni, ostatni jsou vétSinou striktn¢ anaerobni. Nejcastéji se vyskytujici
Klostridium je CI. perfringens patiici mezi histotoxicka klostridia, je ptivodcem plynaté
snéti. K dalSim zastupcim rodu patii Cl. sordellii, Cl. bifermentans, Cl. sporogenes,
Cl. innocuum — neprodukuji toxiny a jsou méné patogenni. Dal§imi vyznamnymi druhy
jsou CI. tetani — puvodce tetanu, Cl. botulinum — ptivodce botulismu, Cl. difficile —

pivodce pseudomembrandzni kolitidy. (1, 2)

1.1 Taxonomie

Taxony: Doména Bacteria
Kmen Firmicutes
Trida Clostridia
Rad Clostridiales
Celed Clostridiaceae
Rod Clostridium

1.2 Morfologie

Vegetativni forma bakterie ma tvar tyCinky s rovnymi nebo zaoblenymi konci, které
jsou diky bicikiim vétSinou pohyblivé. Nékteré druhy bic¢iky netvofi, jsou nepohyblivé,
napt. Cl. perfringens. Charakteristickou vlastnosti klostridii je tvorba spor, klidovych
forem bakterie. Jejich jaderna hmota a cytoplazma jsou obklopeny nékolika obaly, diky
kterym je tato forma bakterie vysoce rezistentni k nepfiznivym podminkdm. Spory

se tvoii uvniti bakterialni bunky, jedna se tedy o endospory. Bakterie ji vytvoii, pokud
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se dostane do nepiiznivych podminek. Naptiklad ma-li nedostatek zivin, nebo pokud
je vystavena vysoké teploté, ptipadné suchu. Proces tvorby spor se nazyva sporulace.
Bakterialni chromozom se rozbali do dlouhého vldkna, cytoplazmatickd membrana
se vchlipi do buiky a rozdéli ji na dvé ¢asti. Do obou ¢asti se rozdéli DNA. Mensi ¢ast
se obali membranami, mezi kterymi je peptidoglykan, na povrchu se tvoii proteinové
obaly. Nakonec se matetskd buiika rozpadne a uvolni se spora. Po sporulaci buiika
nemetabolizuje, nemnozi se ani neroste, ale pouze pieziva, dokud se v okolnim
prostiedi nevytvoii lepsi podminky pro zivot vegetativniho stddia. Pokud se do téchto
podminek dostane, vykli¢i. Tomuto procesu se fikd germinace. Zacind vétSinou
spontanni aktivaci spory, kterd zaCne pfijimat vodu, ztrati rezistenci, bilkoviny
se zacnou rozkladat a vznikaji nové aminokyseliny. Pukaji sporové obaly a bakterie

vykli¢i ve vegetativni stadium. (3, 4)

Spory jsou rezistentni vaci vlivim vné&jSiho prostfedi. Odolavaji vysokym teplotam,
vysychani, UV zafeni, kyselindam, organickym rozpoustédlim a desinfekci.
Napfiklad spory Cl. botulinum nezabije ani vaieni pii 100 °C po dobu 5 hodin. VSechny
spory spolehlivé zni¢i autoklavace, pii které se musi vystavit 20 minut tlaku 0,2 Mpa
a teploté 121 °C. (3, 4)

Sporulujici bakterie se daji velmi dobfe rozpoznat podle tvaru, velikosti a ulozeni
spory. Podle tvaru se déli na ovalné (Cl. botulinum) a kulaté (CI. tetani). Velikost
urCujeme vzhledem k tloustce buiiky ve vegetativnim stadiu. Spory mohou byt bud’
vétsi (Cl. botulinum, CI. tetani, Cl. histolyticum a Cl. novyi) nebo mensi. Ulozeny
mohou byt terminaln¢, tzn. na konci tycky (Cl. tetani), centralné, tzn. uprostied
(CI. histolyticum, Cl. novyi a CI. septicum) nebo subterminalné, tj. mezi stfedem
a koncem ty¢inky (Cl. botulinum). (4) Pro piedstavu toho, jak klostridialni spory

vypadaji je v Ptiloze 1 vyobrazen jejich mikroskopicky preparat.

Bunééna sténa je silnd vrstva, mezi jejiz funkce patii ochrana obsahu bunky
a udrzovani tvaru bakterie. Zakladni slozkou je peptidoglykan tvofeny z nékolika vrstev
polysacharidovych fetézcl. Tyto fetézce jsou tvofeny piicné, kratkymi peptidy, které
jsou navzajem spojené peptidovymi vazbami. Dal$i stavba je u grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii odlisna. Grampozitivni bakterie, tedy i klostridia, maji
bunéénou sténu jednodussi a silngjsi (kolem 20 nm). Je slozena pouze z peptidoglykanu

a z fetézct kyseliny teichoové. Diky tomuto slozeni se grampozitivni bakterie barvi
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dle Grama tmavé modfe. Cytoplazmatickdi membrana je slozena z dvojvrstvy
fosfolipidii. Jsou v ni ukotvené i bilkoviny, které slouzi k transportu Zivin do bakterie

a odstranéni odpadnich latek mimo buriku pomoci aktivniho ¢i pasivniho transportu. (4)

Bakterie rodu Clostridium jsou schopné pohybu diky specializovanym vlaknitym
utvarim — bi¢ikiim. Sestavaji z vlakna, kolénka a bazalniho téliska. V1akno se sklada
z bilkoviny flagelinu. Kolénko miize ménit smér biciku az o 90° a bazalni télisko
funguje jako stator. Bi¢iky mohou mit rizné ulozeni. Klostridia ho maji ulozeny

peritrichalné neboli po celém povrchu. (4)

1.3 Metabolismus

Klostridia jsou anaerobni organismy, jsou tedy citlivé na kyslik. Nékteré druhy,
napt. Cl. perfringens a Cl. histolyticum, jsou vsak schopny snést az 10 % kysliku
ve vzduchu. (5, 6)

Podstatou anaerobniho metabolismu je nepfitomnost Kkatalazy, cytochromu,
cytochromoxidazy, peroxidazy, event. dalSich enzymu. Vzniklé produkty (peroxidy)
proto nemohou byt rozloZzeny a klostridia hynou. Déle také potiebuji prostredi s nizkym
oxidoreduk¢énim potencialem (cca -100 az -200 mV), ktery jim umozni Se mnozit.

Této skutecnosti se vyuziva pii jejich Kultivaci. (2, 5)

Klostridia ziskavaji energii anaerobni glykolyzou. Podle schopnosti metabolizovat
rizné substraty a vyuzivat z nich energii se déli do nekolika skupin. Mohou §tépit

proteiny, kvasit sacharidy nebo oboji. (1)

1.4 Rist

Rustovy cyklus klostridii je stejny jako U ostatnich bakterii. Je to soubor chemickych
a fyzikdlnich procest, které vedou ke vzniku nové bunky. Zalini, kdyz
se oddéli dcefind bunika od rodicovské a konci jejim dalSim rozdé€lenim. Mezi tim
probihaji ti1 faze:

1. rist buniky, pfi kterém se zdvojuje DNA chromosomu,

2. tvorba septa vrustajiciho do bunky a

3. déleni bunky.
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Kopie DNA a polovina obsahu cytoplazmy ptjde do obou dcefinych bunék, které se

poté pomoci septa tpln¢ oddéli. (6)

Délka jednoho rastového cyklu (tzv. generacni doba) je u kazdé bakterie jina,

V normalnich podminkach se fadové se jedna o desitky minut az 12 hodin. (6)

Pro kultivaci klostridii musime zajistit optimalni podminky — spravnou teplotu
(37°C), pH (7-7,4) a cas, ktery je odlisny u kazdého druhu (12-48 hodin). Dulezitou
soucasti spravnych kultiva¢nich podminek je anaerobni prostfedi, které je zajisténo
V anaerostatech a anaerobnich boxech, kde se vyuziva misto kysliku dusik a oxid
uhlicity. Pady Kk péstovani anaerobu se vyznacuji nizkym oxidoredukénim potencidlem.
Toho se docili ptfidanim redukujicich latek, naptf. glukozy, L-cysteinu, kyseliny
askorbové nebo vitaminu K. Ptikladem takovych pid je VL bujon (maso-kvasni¢ny),
Schaedleriv bujon sheminem a cysteinem nebo Wilkinstuv-Chalgreniiv bujon

s vitaminem K. Tyto pudy se vyrabé&ji i v pevné agarové podobg. (6, 7)

1.5 Vyskyt

Klostridia se vyzivuji saprofyticky, jsou soucasti bézné stievni mikroflory lidi
i zvitat. Ugastni se hnilobnych procesii, kde jsou pro né optimalni podminky pro Zivot,
protoze je zde minimalni pfisun kysliku. Spory se mohou vyskytovat v pudé, ve vodeé,

v prachu a mohou kontaminovat i potraviny. (1)

1.6 Patogenita

Z velkého mnoZstvi druhd klostridii jich jen relativné malo miZze zplsobit
onemocnéni u lidi. Podle patogenity se klostridia déli na histotoxicka a neurotoxicka.
Neurotoxicka klostridia produkuji toxiny, které plsobi na nervovy systém. Jsou
to Cl. tetani a Cl. botulinum. Histotoxicka klostridia zptsobuji nekrotizujici infekce
mékkych tkani. Patii sem predev§im Cl. perfringens, dale pak Cl. novyi, Cl. septicum
a CI. histolyticum. Zvlastni skupinu tvoti Cl. difficile, které produkci enterotoxinu

zpusobuje enterokolitidy. (6)
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2 CLOSTRIDIUM TETANI

Cl. tetani je pivodcem tetanu. Je to rovna a Stihla tyCinka schopna pohybu. Jeji
rozméry jsou 0,5x5-7 um. Spory Cl. tetani jsou okrouhlé, vysoce rezistentni a jsou

umistény terminalné. (1)

Tento druh se vyskytuje po celém svété. Je soucasti mikroflory stieva savcu,
ptedevsim koni, s jejichz vykaly se dostdva do pady, kde ve formé spor pieziva
i nékolik desitek let. Clovék se infikuje pravé sporami, které se zanesou do rany.
K nakaze dochazi nejéastéji pti dopravnich nehodach, poranénich v piirodé¢ nebo
v zemédélstvi, kdy dojde ke zhmozdéni tkan€ a jeji ischemii, coz umozni vykli¢eni

spor. (8, 9)

Cl. tetani tvofi ve vegetativni formé dva ucinné toxiny tetanolyzin a tetanospasmin.
Tetanolyzin destruuje erytrocyty, leukocyty a dalsi buriky, ale pro patogenezi tetanu
nema zadny vyznam. Tetanospasmin zptisobuje klasické klinické pfiznaky tetanu —
kie¢e kosterniho svalstva. Je to protein skladajici se ze ¥ ¢asti (A, B a C). Cast A
je hlavni 0¢inna slozka toxinu, zatimco diky ¢astem B a C je toxin schopen pronikat
ke svym cilovym mistim. Spasmy vyvolané tetanospasminem vznikaji pusobenim
toxinu na presynapticka zakonfeni zejména VmiSe a mozkovém kmeni,
kde je zamezeno uvolnovani inhibi¢nich mediatori GABA a glycinu. Toxin dale pisobi

na vegetativni nervovy systém. Vazba je ireverzibilni. (10)

2.1 Tetanus

Tetanus je akutni onemocnéni CNS zptsobené toxiny. Jeho hlavnim ptiznakem jsou
kiece kosterniho svalstva. Zacinaji v misté poranéni a rozsifuji se na svaly oblicejové,
zadové, svaly biicha a nakonec postihnou i svaly dychaci, coz ma za nasledek smrt. (9)

Kazdy rok je na celém svété hlaSeno témét milion pfipadd. Diky u¢inné imunizaci je
tetanus ve vyspélych zemich vzacnou chorobou, Vrozvojovych zemich se vSak
vyskytuje ¢astéji. V Ceské republice je vyskyt tetanu velmi nizky, vyskytuji
se 2-3 ptipady ro¢né. Nejvice jsou nakazenim ohrozeni imunokomprimovani jedinci.
Novorozenecky tetanus vznika zanesenim infekce do pupecnikového pahylu, je velmi

vzacny. (1, 8, 11)
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Inkubac¢ni doba je od 3 do 30 dnii, obvykle 7-14 dni, ¢im je kratsi, tim je prubch
tonickych kieci. Postizeni zvykacich svalii se oznacuje jako trismus, kie¢ mimickych
svalu jako risus sardonicus, dale se objevuji spasmy svalt laryngu a krku, které
se rozsituji na celé télo. Postizeni dychacich svali vede nakonec k uduSeni. Nemocny

je celou dobu pii védomi. (10)

Pfi mensim mnozstvi produkovaného neurotoxinu dochazi k lokalizovanému tetanu,
kdy se kieCe objevuji jen u ur¢ité skupiny svalt, napf. v okoli vstupu bakterie

do téla. (1)

2.1.1 Diagnostika

Zaklad diagnostiky tetanu je v klinickém obrazu a anamnéze. Pozitivni
mikrobiologické vySetfeni diagnézu potvrdi, ale negativni vysledek ji nevylouci.
Mikroskopicky se da Cl. tetani prokazat v preparatu barveném dle Grama jako
grampozitivni ty¢inka, ktera ma terminalni spory. Kultivace probiha za anaerobnich
podminek, Cl. tetani je charakteristické plazivym ristem. Lze prokazat i toxin,

a to neutraliza¢nim pokusem na mysich. (1)

2.1.2 Prevence a lécba

Lécba tetanu spociva v podani lidského antitetanického globulinu. Dilezitou soucasti
lécby je chirurgické oSetfeni rany, odstranéni nekr6z, podpora dychani
a medikamentozni sniZzeni draZzdivosti. Antibiotickd 1éCba penicilinem ma pouze

podpurny charakter. (12)

Jako uc¢inna prevence tetanu se pouzivd imunizace toxoidem, ktery chréni

oc¢kovaného 10 a vice let po posledni davce. (2)

V Ceské republice je o¢kovani proti tetanu povinné. Provadi se nejprve u déti jako
soucast hexavakciny Infanrix hexa. Ockuje se ve ctyfech davkach. Prvni davka
se aplikuje ve 3. mésici v€ku ditéte. Dalsi dvé davky poté vzdy minimélné po mésici
od predeslé davky, tj. ve 4. a 5. mésici. Ctvrta davka se ockuje minimalng
6 mé&sict po podani teti davky a maximalné do 18. mésice zivota. Nasleduji dalsi davky
Vv péti, deseti, dvanacti, ¢trnacti a ve dvacetipéti letech. Poté se ockuje vzdy po deseti

az patnacti letech. (13)
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3 CLOSTRIDIUM BOTULINUM

Cl. botulinum je pohybliva tyCinka s rozméry piiblizn¢ 1x10um. Spory jsou
ulozené subterminalng, jsou velmi odolné vuci teploté. Vyskytuje se v travicim traktu

zvirat, odkud se spory dostavaji do vné&jsiho prostiedi a mohou kontaminovat potraviny.
(1, 2,6, 14)

Cl. botulinum, pivodce botulismu, produkuje 7 typt toxind, tzv. botulotoxint
(A-G). U c¢lovéka mohou zpusobit onemocnéni pouze toxiny typu A, B, E, F a G.
V Evropé se botulotoxin objevuje v masnych vyrobcich (toxin typu A), vzacnéji
v nakladané zeleniné ¢i ovoci (typ B) a vrybach (typ E). Do téchto potravin
se botulotoxin dostava z nedostateéné vypranych stiev ¢i z nedodrzeni spravné hygieny
pfi ptipravé jidla. Botulotoxiny jsou makromolekuly tvofené lehkym fetézcem,
znacenym L, a tézkym fetézcem, zna¢enym H. Oba fetézce jsou spojeny disulfidickymi
mistky. H-fetézec ma molekulovou hmotnost asi 100 kDa, zatimco L-fetézec
je pfiblizné o polovinu lehé¢i. Funkce H-fetézce spocdiva ve vazbé na nervové bunky
a pomoc pii priniku L-fetézce do cytoplazmy bunky. L-fetézec hydrolyzuje proteiny,
které pomahaji pti transportu malych vesikul obsahujicich acetylcholin. Timto toxin
pusobi na nervosvalové ploténky, brani zde uvoliiovani acetylcholinu a tim pfenosu

nervového vzruchu. (6, 9, 14, 15, 16)

Botulotoxin je zafazen mezi nejjedovatéjsi latky na svété, proto by mohl
byt zneuzit bioteroristy nebo jako biologickd zbran. Slo by jim kontaminovat vodu
a potraviny. Nejvice nebezpeéné by bylo rozsifeni ve formé aerosolu, kdy by se $patné

rozpoznatelnou inhala¢ni formou nakazilo nejvice lidi. (6, 15)

Botulotoxin se pouziva v kosmetice pro vyhlazeni vrasek. V mediciné se jim 1é¢i

blepharospasmus a nékteré choroby, pti nichz dochazi ke vzestupu svalového tonu. (1)

Podle produkce toxini a dalSich vlastnosti se Cl. botulinum déli do 4 skupin.
Do skupiny I patii proteolytické kmeny produkujici toxiny typu A, B a F. Druhou
skupinu tvoii sacharolytické kmeny, které produkuji toxiny B, E a F. Treti skupina
je tvotfena kmeny produkujici toxiny C a D. Do posledni, ¢tvrté skupiny, se fadi kmeny

tvorici toxin typu G. (1)
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3.1 Botulismus

Botulismus neboli otrava klobasovym jedem, se nejéastéji projevuje jako alimentarni
intoxikace. Inkuba¢ni doba je nejcastéji 12-36 hodin. Botulotoxin je pfitomen
V potravé, nejcastéji v domacich nebo i1 komeréné vyrabénych masovych nebo
zeleninovych konzervach, které jsou nedostatecné tepelné upravené. Ze zazivaciho
traktu se toxin dostava do krve a odtud do centralniho nervového systému k zakonceni
motorickych nervii, kde blokuje pienos vzruchu na nervosvalové ploténce.
Proto dochazi k obrnam svall nejdiive na hlaveé a postupné prechazi na kosterni svaly.

Zivot ohrozuje ochrnuti dychacich sval. (1, 2)

Ostatni formy botulismu jsou vzacné. Jednd se o kojenecky a traumaticky
botulismus. Kojenecky botulismus, ktery je zpusoben vyklicenim spor do vegetativniho
stadia Vv anaerobnim prostiedi stieva. VéEtSinou se tato forma vyskytuje u kojenct
do 6 mésici zivenych umélou vyzivou, kdy dochazi ke zméné stfevni mikroflory.
Jako zdroj se uvadi kontaminovany v¢eli med. Traumaticky botulismus vznika
pfi kontaminaci rany. Jde o velmi vzacny typ botulismu, ktery se v Ceské republice

zatim neobjevil. Vyskytuje se predevsim u i.v. narkomant. (9, 16, 17)

3.1.1 Diagnostika

Pti diagnostice botulismu se bere v uvahu epidemiologickd anamnéza, klinické

ptiznaky, pfedev§im poruchy nervového systému a laboratorni vysetieni. (9)

Laboratorni diagnostika je zaloZena na priikazu toxinu ve zbytcich potravy, zvratcich
nebo stolici, nejcastéji neutralizaénim pokusem na laboratornich mysich. V pozitivnim
piipadé hynou mysi nechranéné sérem do 24 hodin. Samotna izolace kmene

bez produkce toxinu ke stanoveni diagnozy nestaci. (12)

3.1.2 Prevence a lécba

Lécba botulismu spociva v podani polyvalentniho antitoxického séra s antitoxiny
A, B, E a symptomaticka terapie. U traumatického botulismu se doporucuje chirurgicka

revize rany. (17)

Nejucinngj$i prevence proti nakaze botulismem je dodrZovani hygieny a spravné
technologie pifi vyrobé potravin, pfedevsim dostate¢né¢ dlouhy var. Toxiny se znici
uz pti povareni po dobu 10-15 minut. (12)
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4 KLOSTRIDIA ANAEROBNICH TRAUMATOZ

Nejcastéjsi zastupcem této skupiny je Cl. perfringens typu A. Dal$imi vzacnéjSimi
puavodci jsou Cl. nowyi, Cl. septicum, Cl. histolytikum, Cl. sporogenes, Cl. sordellii
a Cl. fallax. Tyto infekce jsou casto smiSené, doprovazené dal§imi bakteriemi,

a rozdeluji se do 3 skupin:

1. Infekce ran kde se klostridia nedostavaji do mékkych tkani a neprodukuji toxiny.

Jedna se o prostou kolonizaci rany bez klinickych ptiznakd.

2. Hnisavé nekrotické infekce, které jsou lokalizované. V téchto piipadech jsou
produkovany toxiny. Pii postizeni mékkych tkani vné fascie vznika epifascialni

klostridiova flegmona, pii postizeni fascie se jedna o nekrotizujici fasciitidu.

3. Zavazné nekrotizujici infekce s celkovou intoxikaci — klostridiova celulitida
pii postizeni kiize a podkozi, myonekr6za — postizeni Svalstva, tzv. plynata snét.

Ta muze postihnout i vnitini organy, napf. sténu zlu¢niku, dé€lohy nebo stieva. (1, 18)

Podle zdroje infekce zpusobené klostridiemi rozdélujeme na exogenni a endogenni.
Pfi exogenni infekci se spory klostridii dostanou do rany s necistotou
ze zevniho prostfedi. Endogenni infekce vznikaji pfi priniku klostridii z mist jejich
ptirozené¢ho osidleni, nejéastéji ze stifeva pii naruseni jeho stény — zanétem, nadorem

nebo pii operacich v dutiné bfisni. (1)

Nejleps$i podminky pro mnozeni klostridii jsou v hypoxické, nekrotické tkani,
kdy dochazi ke sniZeni oxida¢né-redukéniho potencialu a vzniku anaerobniho prostredi
v rang. K tomu Casto pfispiva piitomnost ciziho télesa. V tomto prostiedi vykli¢i spory,
bakterie se zacnou mnozit a produkovat toxiny, tvofi se plyn a vznika otok tkané a jeji
destrukce. Klinické pfiznaky se u infekci vyvolanych Cl. perfringens rozvijeji pomérné
rychle — do 24 hodin. Nejprve se objevuje bolest vrané, otok, hnisava sekrece,
pfi pohmatu je citit ,tfaskdni plynu®. Dochazi k sepsi a rozvoji toxického Soku
S postizenim vnitinich organt. Bez 1é¢by pacient zemie béhem nékolika hodin. (1, 18)

Vcasna diagnostika je z divodu zahdjeni spravné 1€cby nezbytnd. Laboratorni
diagnostika je zalozena piedevS§im na mikroskopickém a kultivanim vySetfeni

materidlu z postizené tkan€, exsudatu nebo stéru z rany. Behem transportu musi byt

zajisténé anaerobni podminky. Mikroskopicky vidime klostridiové tyCinky, pii plynaté
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snéti bez polymorfonukledrnich leukocytli. Pfi smiSenych infekcich jsou pfitomny
1 ostatni bakterie. K diagnostice ptispiva i klinicky obraz nemocného. (2)

Pti 1écbé je dulezité chirurgické oSetfeni (Siroké otevieni rany, odstranéni nekrdz),
desinfekce, udrzeni krevniho ob¢hu, ndhrada ztracenych bilkovin a tekutin. V pocatcich

onemocnéni je vyhodna také 1é¢ba v hyperbarické komote. Podavaji se vysoké davky

antibiotik (krystalicky penicilin G, metronidazol, klindamycin). (1)

4.1 Clostridium perfringens

Cl. perfringens, star§sim nazvem CI. welchii, je velmi invazivni, aerotolerantni
ty¢inka. Jeji rozméry se pohybuji v rozmezi 0,6-2,4x1,3-19,0 pum.
Jak je vidét na obrazku mikroskopického preparatu v Piiloze 2, ty¢inky mohou byt
uspofadany 1 do malych fetizkli. Stejné¢ jako ostatni klostridia se vyskytuje jak
ve vegetativnim stadiu, tak ve formé spor. Ty jsou ovalné, subtermindlni a méni tvar
bakterie. Spory se nikdy netvoii v napadené tkani, ale pouze ve stieve. Jsou
termorezistentni. (1, 2, 6, 19)

Vegetativni buiiky se déli do péti toxigennich typt (A—E) podle produkce toxint alfa,
beta, epsilon, iota a enterotoxinu. Jsou to nejdulezitéjsi faktory virulence. Toxigenni
typ A je pro ¢lovéka nejvice patogenni. Po poziti masa, kontaminovaného vegetativni
formou CI. perfringens, dochazi ve stievé ke sporulaci, zane se tvofit enterotoxin

a vznikaji koliky a vodnaté prajmy. (1, 20)

4.1.1 Patogenita

Cl. perfringens zpusobuje infekce mékkych tkani nebo gastroenteritidy. Klostridiova
celulitida se projevuje lokalizovanym otokem, zarudnutim a tvorbou plynu v mekké
tkani. Hnisava myositida se projevuje hromadénim hnisu ve svalech. Neni zde pfitomna
nekroza. Nejzavaznéjsi formou infekce mekkych tkani zapii¢inéna CIl. perfringens
je myonekroza. Je to bolestivd a rychld destrukce svalové tkédné, Sifi se do celého
organismu, je smrtelna. Tento patogen zpusobuje i akutni nekrotizujici enteritidu

projevujici se zvracenim, bolesti bficha a krvavym prijmem. (19)

4.1.2 Diagnostika

Pro diagnostiku je dilezitd epidemiologickd anamnéza, klinické pfiznaky

i laboratorni vysetfeni. Materidl na vySetfeni se odebere podle druhu onemocnéni.
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Pti infekci mékkych tkdni se odebird exsudat, ptipadné kousek tkané nebo vytér
do transportniho média. U gastroenteritid se odebere vzorek stolice, u enterotoxikoz
1 vzorek kontaminované potravy. Klinicky materidl se prohlizi mikroskopicky
po obarveni dle Grama, kde jsou vidét grampozitivni silné ty¢inky. Cl. perfringens
je kultivaéné nenaroc¢né, rust je rychly. Kultivace se provadi na béznych anaerobnich
pudach, kde roste ve velkych koloniich s dvojitou hemolyzou (viz obrazek v Ptiloze 3).
Dale také na Zloutkové pudé, kde se prokazuje toxin alfa (lecithinasa) zdénou
opalescence, ktera je vidét v Priloze 4. Enterotoxin se prokazuje reverzni pasivni

aglutinaci nebo imunologicky. (1, 6)

4.1.3 Lécba

U klostridiovych infekci mékkych tkani je nezbytny véasny chirurgicky zakrok — excize
do zdravé tkdné. Pii postizeni koncetiny je ¢asto nutna amputace. Dilezitou soucasti
1écby je komplexni intenzivni péce vcetné vysokych davek antibiotik (penicilin,
klindamycin, metronidazol). Je mozna 1é¢ba v hyperbarické komote, diive pouzivané

antigangrenozni sérum se jiz nedoporucuje. (19)

4.2 Clostridium histolyticum

Pohyblivé, stihlé (0,5x10 pum) tyCinky této bakterie tvoii spory, které vyklenuji
buriku. CI. histolyticum patii do skupiny aerotolerantnich klostridii. Stépi proteiny,
ne vsak sacharidy. Produkuje kyselinu octovou a malé mnozstvi plynu. Jeho toxiny alfa
a beta zptisobuji myonekrozu. Pii kultivaci za anaerobnich podminek tvofi bilé, drobné

kolonie s hemolyzou. (1, 2)

4.3 Clostridium septicum

Rozméry vegetativniho stadia druhu CI. septicum jsou zna¢né variabilni, v praméru
2-30%0,6-1,9 um. Muze byt usporadano i do fetizkli. Jeho spory jsou subterminalni
a ovalné. Kultivuje se na b&znych pidach, kde tvoii Sedé kolonie s nepravidelnymi
okraji. Vytvari -hemolyzu a neni striktné anaerobni. (1)

Cl.septicum produkuje hemolyticky alfa-toxin, beta-toxin (leukocidin), gama-toxin

(hyaluronidaza) a delta toxin (oxygen-labilni hemolyzin) a neuraminidazy. (20)

Tento patogen zplsobuje nelrazovou myonekrozu, cCasto byva u pacientl

s karcinomem tlustého stieva, objevuje se pii akutni leukemii nebo diabetu.
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Je-li ohrozena integrita stievni sliznice a pacient ma oslabenou imunitu, Cl. septicum

se muze $ifit do tkani, mnozit se, za¢ne produkovat plyn a nakonec znici tkan. (19)

4.4 Clostridium novyi

Tento druh je striktné anaerobni ty¢inka. Bézné ho najdeme v travicim traktu zvirat.
Podle typu toxinti, které produkuje, se déli na typ A, produkujici alfa-toxin.
Ten vyvolava snét a ma nekrotizujici Gcinky. Déle pak na typ B, ktery produkuje
beta-toxickou lecitindzu. Cl. novyi ma i netoxicky kmen oznacujici se jako typ C.
Posledni je typ D, ktery se dnes uvadi jako novy druh — Clostridium heamolyticum.
Buniky typu A a D maji rozméry 0,6-1,4x1,6-17 um. Rozmeéry typu B se pohybuji mezi
1,1-2,5%22 um. Spory jsou ovalné, subterminalni a stfedné termorezistentni. Cl. novyi

zpusobuje vznik typického tuhého edému. (2, 6, 21)

4.5 Clostridium sordellii

Druh CI. sordellii je pohybliva, rovna tycinka. Rozméry se pohybuji v rozmezi
5-15x0,6-1 pum. Spory tohoto druhu jsou drobné, ovalné a subterminalné
az centraln¢ ulozené. Je stiedné striktnim anaerobem, tvofi uredzu a S$tépi proteiny
a sacharidy. Produkuje toxin alfa a beta. Zatimco toxin alfa neni toxicky, toxin beta
je protein tvofici nekrozy a edémy. Cl. sordellii zptisobuje smrtelny syndrom toxického
Soku, ktery vznika v dsledku porodu nebo potratu. Dale mize zptsobit endometritidu

a nekrotizujici fasciitidu po injekénim poziti heroinu. (2, 19, 20)

4.6 Clostridium sporogenes

Druh CI. sporogenes je pohybliva bakterie rostouci ve velkych, plochych koloniich.
Tyto kolonie maji nepravidelné okraje a drsny povrch. Tvoii beta hemolyzu. Infikuje

rany a ve vétsing pripadi je soucasti polymikrobialnich infekci. (1)

4.7 Clostridium tertium

Cl. tertium patfi k aerotolerantnim druhtim, je ¢asto vykultivovano aerobné
ze stolice jako soucast stfevni flory. Byva Casto spojeno s traumatickymi infekcemi ran,

napf. s valeCnymi zranénimi nebo poranénimi, kterd jsou znecisténa padou. (19)
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5 CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Vegetativni formy Cl. difficile jsou rovné, stihlé, grampozitivni ty¢inky o velikosti
asi 0,6x4—6 pum nebo vétsi tyCinky s rozméry cca 1,2-1,6x6-16 pum. Subterminalné
ulozené spory, jen nepatrné vydouvajici ty¢inku, maji sklon k autolyze a jsou malo

termorezistentni. Vysoka teplota poSkozuje jejich germinaci. (2)

Cl. difficile produkuje 2 proteinové toxiny: toxin A (enterotoxin) a toxin B
(nekrotizujici cytotoxin), hlavni faktory virulence. Oba toxiny vyvolavaji postizeni
form¢ — toxické megakolon. Toxin A je typicky enterotoxin. Poskozuje bunky stfevniho
epitelu a zpisobuje kumulaci tekutin, ¢imz vznika vodnaty, n¢kdy hemoragicky prajem.
Zaroven poskozuje builkky imunitniho systému, dochédzi k zénétu stievni sliznice.
Toxin B je cytotoxin, ktery zplisobuje nekrézu postizené sliznice, kde vznikaji ulcerace
pokryté pablanami. Nejzavazné€js§i formou onemocnéni je toxické megakolon

se zastavou peristaltiky, koncici rupturou stfeva a ohrozenim pacienta na Zivote.

(19, 22)

Cl. difficile se bézn¢ vyskytuje ve stievé ptiblizné u 5 % zdravé dospélé populace,

u déti v prvnich mésicich zivota je vyskyt vyssi, a to kolem 50 %. (22)

5.1 Patogenita

V soucasné dobé se Cl. difficile fadi mezi vyznamné plivodce nozokomialnich
infekei. Zdroj infekce miZe byt exogenni i endogenni. Exogenni infekce vznikaji
kolonizaci stfeva nemocni¢nich pacientll z vnéj$iho prostfedi napt. pii sdileni pokoje
S nakaZzenym pacientem, ktery vylucuje miliony spor v kazdém mililitru prijmové
stolice a kontaminuje tak okoli. Endogenni infekce jsou cCast&j$i. Vznikaji pii 1é€be
Sirokospektrymi antibiotiky, kdy dojde k naruseni ptirozené stievni mikroflory
a naslednému ptremnozeni Cl. difficile, které za¢ne produkovat toxiny a vyvola
postantibiotickou kolitidu. Jeji rozvoj byva nejcastéji popsan ve spojeni s podavanim
aminopenicilini, cefalosporint, linkosamidii a fluorochinolond. Mezi dalsi faktory
podporujici rozvoj onemocnéni patii imobilita stfeva (napt. po operaci v dutiné bfisni),
celkova imobilita, vék > 65 let, porucha slizni¢ni imunity v GIT, nespecifické stievni

zanéty jako napf. ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba a dalsi. Riziko nakazy stoupa
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se zvySujici se délkou pobytu v nemocnici, vice nachylni jsou také imunosuprimovani

pacienti. (22, 23)

5.2 Klinicky obraz

Onemocnéni vyvolané Cl. difficile (Clostridium difficile infection, CDI)
se projevuje jako akutni prijmové onemocnéni sriznym stupném zavaznosti
od dysmikrobie, pies prijem, pseudomembrandzni kolitidu az k toxickému megakolon
sileem. Prijmové stolice jsou cetné, malo objemné, n¢kdy pachnouci. Muze byt
pfitomno 1 zvraceni a horecky. Pfiznaky svédCici pro tézky prubéh jsou: horecka
> 38,5 °C, znamky peritonitidy, paralyticky ileus, leukocytéza v krevnim obraze
> 15x10%/1, vzestup kreatininu a laktatu v séru, pseudomembrandzni kolitida zjisténa

kolonoskopicky. (7, 22)

Dokud se ve stfevé mneobnovi pfirozena mikrofléra, muize vzniknout
relaps — opétovné vzplanuti infekce v dusledku pfitomnosti klostridii ve stfevé nebo
reinfekce — vznik nové exogenni infekce. Dochézi k nim cca do 2 mésicti od piedchozi
infekce. U pacientd s ¢astymi rekurencemi se objevuje dehydratace, malnutrice

a vycerpani. (22)

5.3 Diagnostika

Mikrobiologicky prikaz Cl. difficile ze stolice se provadi pacientim s klinickym
podezienim na CDI (pfedchozi ATB terapie, horecka, prijem, paralyticky ileus,
leukocytoza, hypoalbuminémie). Neprovadi se u déti do 2 let véku, u nosicl,

nedoporucuji se opakovana vySetieni v prubéhu 1écby. (24)

Na vysetfeni se odebira nativni stolice cca 2 ml do sterilni zkumavky, zpracovani
materialu by mélo probéhnout do 2 hodin po odbéru z diivodu snizujici se aktivity
toxind. Pokud neni moZné provést vySetfeni stolice ihned, vzorek se uchovava
Vv chladni¢ce pii 5 °C maximalné 48 hodin. Dlouhodobé se vzorky uchovavaji zmrazené

na -70 °C. (22)

5.3.1 Prikaz glutamatdehydrogenazy a toxini A a B

GDH je specificky antigen Cl. difficile, jeho stanoveni spole¢né stoxiny A a B

se provadi pomoci membranové enzymatické imunoassay. Ve FN Plzen se poziva

komeréng vyrabény set od firmy Techlab® — C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™.
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Princip testu spociva Vreakci specifické protilatky, proti antigenim ve vzorku.
V testovaci kazet¢ je reakéni okno obsahujici 3 vertikalni linie s navazanymi
imobilizovanymi protilatkami. Linie pro antigeny obsahuje protilatky proti GDH.
V kontrolni linii jsou protilatky proti kienové peroxidaze. Linie pro toxiny A a B
obsahuje protilatky proti antigenim téchto toxinl. Vzorek se nejprve piida
do zkumavky s konjugatem a diluentem (roztok pufrovaného proteinu). Tato smes
se prevede do aplikacni jamky pro vzorek a 15 minut se inkubuje pii pokojové teploté.
Jsou-li pfitomny GDH a toxiny A a B, vazi se na specifické protilatky, které jsou
soucasti konjugatu s kfenovou peroxiddzou. Vznikly komplex migruje az k reakénimu
oknu, kde se vaze na imobilizované protilatky proti bakteridlni GDH a toxinim A a B.
Do reak¢niho okna se pfida promyvaci pufr a substrat, nasleduje inkubace 10 minut

a poté se odecita vysledek. (24, 25)
Vysledky:

1. negativni GDH, negativni toxin: pravdépodobné se nejedna o CDI
2. pozitivni GDH, pozitivni toxin: CDI je vysoce pravdépodobné
3. pozitivni GDH, negativni toxin: suspektni CDI, nutno provést PCR (24)

Mezi vyhody vySetieni patfi vysoka negativni prediktivni hodnota (negativni vysledek
spolehlivé vyluc¢uje CDI), jednoduchost, rychlost (15-45 minut) a vysoka citlivost
(90-100 %). Nevyhoda naopak je, Ze nelze nerozlisit toxigenni a netoxigenni kmeny.

Také je moznost zkiizené reakce a jinymi anaeroby. (22)

5.3.2 Kultivace

Anaerobni kultivace se provadi pii pozitivit¢ GDH, a to v¢etné toxin negativnich
vzorku. Stolice se cca 1 hodinu pied kultivaci musi inkubovat s 96% etanolem nebo
70% metylalkoholem. Alkohol napomaha kli¢eni spor a tim zvySuje citlivost kultivace.
Samotna kultivace probiha na selektivnich pladach v anaerobni atmosféte.
Po 48-72 hodinach vyrista Cl. difficile ve formé Sedych kolonii bez hemolyzy, jak je
vidét v Pfiloze 5. Izolované kmeny, zvlast€é od pacientd s tézkou formou CDI,

se archivuji pro ptipadnou ribotypizaci pti -80°C. (22, 24)

Hlavnimi vyhodami kultivace je schopnost urcit citlivost k antibiotikim

(vankomycin a metronidazol), moznost molekularni typizace a vysoka citlivost
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(99-100 %). Naopak nelze nerozliSit toxicitu kmeni a je nutna dlouhd doba kultivace

(2-3 dny). (22)

5.3.3 Polymerazova retézova reakce

PCR je molekularn¢ biologicka metoda zalozend na enzymatické amplifikaci
in vitro. Kopie vybrané seckvence DNA se syntetizuji v cyklické reakci (obvykle
35-50 cykli) o tiech teplotnich fazich:

1. Dvouvldknova DNA se tepeln¢ denaturuje na dva jednovlaknové ftetézce

(templaty) pfti teplote 95 °C.

2. Vzorek se ochladi na 50—60 °C a dojde k pfipojeni primerii na komplementarni

3' konec odd¢€lenych fetézci DNA.

3. Nasleduje syntéza novych vlaken DNA, ktera je katalyzovana termostabilni DNA
polymerazou od 5' konce k 3' konci. Reakce probiha pfi teploté 6575 °C.

Soucasti nezbytné pro probéhnuti PCR reakce jsou DNA templat, primery, DNA
polymerdza, smés vSech ¢tyt deoxyribonukleotidtrifosfati, Mg2+ ionty, PCR pufr a PCR
voda. (26)

Pro diagnostiku CI. difficile se pouziva modifikace bézné PCR, a to real-time PCR.
Pfi této modifikaci se po kazdém amplifikatnim kroku zaznamenava nartst fetézca
DNA pomoci hybridiza¢ni sondy a néasledného uvolnéni fluorescencni barvy, ktera
ziskd schopnost fluorescence. Vyuziva se k ovéfeni spravnosti diagndézy u tézkého
prubéhu CDI, nebo pokud maji jiné testy nejasné vysledky. Ze schématu v Ptiloze 6
lze vidét, Ze PCR se provadi, pokud prikaz GDH vySel pozitivni a toxin negativni.
Je-li vysledek PCR pozitivni, jedna se o toxigenni kmen Cl. difficile, vyjde-li negativni,

pak je to bud’ netoxigenni kmen nebo falesné pozitivni GDH. (22, 24, 27)

Tato metoda je velmi citliva (99-100 %) a rychla (cca 1 hodina). Jeji hlavni nevyhodou

je neschopnost rozlisit béznou kolonizaci od infekce. (22)

5.3.4 Prikaz cytopatického efektu na tkanovych kulturach

Tato metoda se dnes povazuje za zlaty standard. Je to vySetfeni ndrocné
na vybaveni, je u n¢j nutna interpretacni zkuSenost, a proto ho provadi jen referencni
laboratofe. Kultivace na tkanovych kulturach probiha cca 2 dny, coz je spolu s rizikem

falesné pozitivity dalsi nevyhoda, diky které ma spise historicky vyznam. (22)
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5.4 Lécba

Lécba CDI vyzaduje komplexni pfistup a zavisi na tizi onemocnéni, véku pacienta a

jeho dalsich nemocech. Obecné plati nasledujici zasady:

1. Pokud je to mozné, okamzité¢ ukoncit stavajici antibiotickou lécbu, ktera CDI

vyvolala.

2. U néekterych nemocnych je mozné nahradit stavajici antibiotikum jinym S uzSim

spektrem.

3. Dulezita je rehydratace pacienta, nenadymava dieta. U tézSich pfipadl je mozna

parenteralni vyZziva.
4. Nepodavat 1éky tlumici stfevni peristaltiku, hrozi rozvoj toxického megakolon.
5. Zahajeni 1é¢by antibiotiky vankomycinem nebo metronidazolem. (22, 28)

Vankomycin je baktericidni vi¢i grampozitivnim bakteriim. Pfi normalni peristaltice
se podava peroralné, poptipad¢é nasogastrickou sondou. Pfi poruse peristaltiky je mozné
podani klysmaty. Z GIT se nevstiebava a je tedy ve stolici obsazen ve vysoké

vvvvvv

ucinku, nevyhodou je riziko dysmikrobie, rekurence, selekce vankomycin rezistentnich

enterokokd. (24, 28)

Metronidazol je antibiotikum ptsobici na vétsinu anaerobt. Aplikovat lze peroralné a
intraven6zné. Dobie a rychle se vstiebava z GIT, stolici jsou z 6-15 % vylucovany jeho
metabolity. Doporucuje se podavat pii lehéich formach CDI. Hlavni nevyhodou
metronidazolu je pomalejsi nastup ucinku nez u vankomycinu a vyssi riziko selhani

1é¢by. (28)

Mezi dalsi moznosti antibiotické terapie patii fidaxomicin, tigecyclin a teicoplanin.
Hlavni vyhodou fidaxomicinu je selektivni ucinek na Cl. difficile, nizsi riziko rekurenci
CDI a rychly u¢inek. Nevyhodou je jeho vysoka cena. Uziva se peroralné. Tigecyclin
lze pouzit pii zastavé peristaltiky, protoze se podava v infuzi. Teicoplanin
je antibiotikum podobné vankomycinu, nevstiebava se z GIT a podava se peroradlné.
(22, 28)

Fekalni bakterioterapie (transplantace stolice) je pfenos homogenizované stolice

zdravého dérce z diivodu obnoveni normadlni stievni mikroflory. Ptfijemce je 1éCen
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vankomycinem 10-14 dni, nasledné¢ dostane nalev stolice darce nejcastéji
nasogastrickou sondou do jejuna, méné Casto kolonoskopicky do vzestupného tra¢niku

nebo klysmatem. Tato metoda neni zptsob 1é¢by, ale prevence rekurenci. (28)

5.5 Epidemiologie

Cl.difficile je vyznamnym padvodcem nozokomialni postantibiotické kolitidy.
V soucasné dobé dochazi k naristu onemocnéni v souvislosti s naduzivanim antibiotik,
piibyva hypervirulentnich ribotypti a rekurenci. V nemocni¢nim zafizeni je dilezité
zabranit Sifeni ndkazy na dalSi pacienty, proto je nezbytné hlaSeni pozitivnich néleza
a nasledna izolace nemocného s bariérovym osSetrovanim a dikladnou desinfekei pokoje
(sporicidni pfipravky). Zasadni vyznam pro zabranéni Sifeni infekce ma hygiena rukou

oSetiujiciho personalu, ktery by mél byt fadné poucen. (24)
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PRAKTICKA CAST

6 Cil a akol priazkumu

Prvnim z cila této bakalaiské prace je predstavit nejzndméjsi zastupce bakterii rodu
Clostridium, onemocnéni, ktera zptisobuji, jejich diagnostiku a naslednou 1é¢bu. Diraz
je kladen na druh CI. difficile, ktery zptsobuje nozokomidlni nakazy a je spjat

s antibiotickou 1é¢bou.

Druhym cilem je popsat algoritmus laboratorni diagnostiky CI. difficile
ve FN Plzen.

Tfetim cilem je  zpracovat statistickd data ziskand z  vysledkl
imunochromatografického testu C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™ a real-time PCR
vySetfeni stolice provedena v Ustavu mikrobiologie ve FN Plzei (dale jen
MIKRO FN Plzen) v letech 2012-2016 a zhodnotit je. Dale zjistit ¢etnost vyskytu
toxigenniho Cl. difficile a vliv véku a pohlavi pacientd na vznik CDI (CI. difficile

infections).
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7 Hypotézy

H1: Mnozstvi laboratorné prokazanych toxigennich Cl. difficile se ve FN Plzen v letech
2012-2016 zvysuje.

H2: VE&k > 65 let je rizikovy faktor pro pfitomnost toxigenniho Cl. difficile u pacienti
FN Plzen v letech 2012—-2016.

e kritérium H2: rizikovy faktor = vice nez 50 % pacientd s prokdzanym

toxigennim ClI. difficile bylo ve véku > 65 let.
H3: Zeny trpi CDI (Clostridium difficile infection) ast&ji nez muZi.

e kritérium H3: Castéji = vzorky s prokazanym toxigennim Cl. difficile pochazeji

z vice nez 50 % od pacientl Zenského pohlavi.
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8 Zkoumany soubor pacientt

Jako podklady ke stanoveni cetnosti vyskytu Cl. difficile, byly pouzity vysledky
vySetfeni pacientd zaslanych na MIKRO FN Plzenn v obdobi 2012-2016. Vysetfeni
se provadé€lo imunochromatografickym testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™,
Pokud byl prokazan jen antigen bez toxinu, bylo mikrobiologem indikovano vySetieni

real-time PCR.

MIKRO FN Plzeit vySetfuje material i pro jiné mensi nemocnice ¢i ambulance
Iékara, proto byl pro tuto praci zdmérné vybran pouze material téchto oddéleni

FN Plzen:

l. Interni klinika

e |l. Interni klinika

e Anesteziologicko-resuscita¢ni oddéleni

e Hematologicko-onkologické oddéleni

e Chirurgicka klinika

e Chirurgické odd¢leni

e Infeké¢ni klinika

e Interni odd¢leni, socialni ltizka, LDN

e Kardiochirurgické oddé€leni

e Kardiologické oddéleni

e Klinika anestezie, resuscitace a intenzivni mediciny
e Klinika ortopedie a traumatologie pohybového Ustroji
e Kilinika pneumologie a ftizeologie

e Neurochirurgicka klinika

e (Oddeéleni klinické farmakologie

e Onkologicka a radioterapeuticka klinika

Z ostatnich oddéleni se vySetfuje materidl pouze vyjimecné, proto tato data nebyla

pro tuto préci statisticky vyznamna.
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9 Metody prizkumu

V této praci jsem provadéla kvantitativni prizkum cetnosti vyskytu Cl. difficile
ve FN Plzen v letech 2012-2016. Jako metodu sbéru dat jsem volila retrospektivni
studii dat z interniho laboratorniho systému MIKRO FN Plzen a z dokumentace

pacienta. Ziskana data jsem zpracovala pomoci programu Microsoft Office Excel 2007.

9.1 Algoritmus vyseti‘eni Clostridium difficile ve FN Plzeii

Ptiloha 6 schematicky ukazuje strategii pouzivanou pro laboratorni diagnostiku
Cl. difficile ve FN Plzen. Lze zni vycCist, Ze se vzorek stolice nejprve vySetii
imunochromatografickym testem C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE™, Je-li vysledek
testu pozitivni, jak u GDH, tak u toxinu, znamena to pfitomnost toxigenniho
Cl. difficile. K ovéteni vysledku se zaklada anaerobni kultivace a v piipadé pozitivity
se z narostlého kmene stanovuje citlivost k vankomycinu a metronidazolu E-testem
(viz Piiloha 7). Pii negativnim vysledku toxinu i GDH, jsou pokladany vysledky
za negativni, Cl. difficile tedy neni ve vzorku pfitomno. Pokud test ur¢i pozitivni GDH a
negativni toxin, je nutno provést real-time PCR a zalozit anaerobni kultivaci. V ptipadé
pozitivity se opét stanovuje citlivost kvankomycinu a metronidazolu
E-testem. Pokud je vySetfeni real-time PCR negativni, znamena to, Zze ve vzorku
je netoxigenni kmen CI. difficile nebo byl pii testu C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™ falesn¢é pozitivni GDH. Je-li real-time PCR pozitivni, je ve vzorku

ptitomen toxigenni kmen Cl. difficile. (29)
Kazdy pozitivni nalez toxind i GDH je ihned hlaSen oSetfujicimu lékati a oddéleni
epidemiologie. (29)
9.2 Metoda membranové enzymové imunoanalyzy

Ve FN Plzen je tato metoda zastoupena komeréné dodavanym kitem C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE™ firmy TECHLAB®. Princip je zmin&n v teoretické &asti prace,
v kapitole ,,5. 3. 1 Pritkaz glutamatdehydrogenézy a toxinii A a B*.

9.21 Pomicky

Soucasti kitu je testovaci kazeta, diluent, promyvaci pufr, substrat, konjugat,

pozitivni kontrola a jednorazové plastové pipety. Dale potiebujeme mikrozkumavky,
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vortex, pipetu, $picky, aplikacni ty¢inky, stopky a jednorazové rukavice. Tento material

neni soucasti kitu, ale je bézné pritomen v laboratofi. Baleni je tfeba uchovavat v lednici

pii 2-8°C pouze po dobu vyrobcem urCené expirace. Soucasn¢ s vySetienim

testovaného vzorku je mozné provadét externi pozitivni a negativni kontrolu. (25, 29)

9.2.2

1
2
3.
4

9.2.3

9.24

Priprava Cinidel
Vytemperujeme ¢inidla a pozadovany pocet kazet na pokojovou teplotu.
Pomoci ¢erné znaceného kapatka ptidame 750 pl diuletu do kazdé zkumavky.
Do kazdé zkumavky ptfidamel kapku konjugatu.
Pteneseme vzorek stolice do pfipravené smési:
a. Tekuté vzorky: 25 ul vzorku stolice pfeneseme do smeési pomoci
jednorazovych kalibrovanych plastovych pipet a zvortexujeme.
b. Formované vzorky: vzorek o priméru 2 mm pieneseme do smési pomoci

dievéné aplika¢ni tyCinky. Zvortexujeme. (25, 29)

Pracovni postup

Pomoci kalibrované¢ pipety aplikujeme 500 pl zfedéného vzorku
do aplika¢ni jamky (Sample Well) ptislusné kazety.

Inkubujeme 15 minut pii pokojové teplote.

Pomoci bile oznaceného kapatka pifiddme 300 pl promyvaciho pufru
(Wash buffer) do reakéniho okna kazety (Reaction Windows) a nechame
ho rovnomérné vsaknout.

Do reakéniho okna kazety (Reaction Windows) aplikujeme jest¢ 2 kapky
substratu.

Vysledek odec¢itame po 10 minutach. (25, 29)

Vysledky

Nejprve odecitame linie modrych tecek ve stiedni ¢asti reakéniho okna, coz je

pozitivni kontrola testu. Musi se objevit alespon jedna te¢ka, abychom mohli kontrolu

povazovat za validni a ptejit k odecitani GDH a toxinti. Pokud se tato linie nezobrazi,

test je chybny a musime ho opakovat. (25, 29)

Modré linie na obou strandch reakéniho okna kazety se objevuji pfi pozitivité

antigenu ,,Ag" a toxinu ,,Tox". (25, 29)
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Kombinaci vysledkd, které mohou nastat, zobrazuji obrazky nize:

- Obrazek 1: Negativni GDH i toxin: nepfitomnost

ClI. difficile ve vzorku.

Obrazek 2: Pozitivni GDH, negativni toxin: pfitomnost

antigenu CI. difficile ve vzorku.

Obrazek 3: Pozitivni GDH 1 toxin: pfitomnost

toxigenniho Cl. difficile ve vzorku.

Zdroje obrazku 1-3: foto autor

9.3 Polymerazova retézova reakce s vyhodnocenim v realném case

Real-time PCR se pouziva pro molekularni priukaz specifickych genti Cl. difficile
a pro prukaz geni, které koduji toxiny A a B. Princip je zminén v teoretické Casti prace,
Vv kapitole ,,5. 3. 3 Polymerazova fetézova reakce. Soucasné s vySetfenim testovaného

vzorku je mozné provadét externi pozitivni a negativni kontrolu.(27)

9.3.1 Pomiicky

K provedeni reakce je potfeba nasledujicich pristroji a pomiticek, které jsou béznou
soucasti laboratote: SmartCycler I, SaCycler-96 Real Time PCR Systém, centrifugy,
mikrocentrifugy, termoblok s tfepackou, vortex, pipety, pipetovaci $picky, zkumavky
pro SmartCycler a jednorazové rukavice. Soucasti kitu pro izolaci DNA je pufr B3,
koncentrat pufru BS, pufry BW a BE, dale pak lyofilizovana proteinaza K, proteinazou

pufr, DNA kolonky a centrifuga¢ni zkumavky. Kit pro pfipravu MasterMixu obsahuje
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reakéni mix, Taq polymerazu, interni kontrolu, PCR vodu a pozitivni kontrolu. (27, 30,

31)

9.3.2 Pracovni postup

Nejprve musime ze vzorku izolovat DNA. K tomu pouzijeme PathogenFree DNA

Isolation Kit firmy GeneProof.

1.

o g ~ w

10.

11.
12.

Ptfipravime si material:

a. Tekuty vzorek: 100 pl vzorku nepipetujeme do 100 pl sterilni

deonizované vody.
b. Tuhy vzorek: Cast stolice pifidime do 100 pl sterilni deonizované
vody a zvortexujeme.

Do zkumavky nepipetujeme 25 v proteinazy K, 200 pl vzorku, 200 pl
¢inidla B3 a promichame.
Inkubujeme 30 minut pfi 70°C a nasledné centrifugujeme.
Ptidame 210 pl absolutniho etanolu, zvortexujeme a kratce centrifugujeme.
Vzorek ptepipetujeme do kolonky a centrifugujeme 1 minutu pti 11 000 g.
Kolonku pieneseme do Ccisté zkumavky, piidame 500 ul pufru BW
a centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 g.
Kolonku opét preneseme do ¢isté zkumavky, piidame 600 ul pufru B5
a opét centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 g.
Odstranime obsah zkumavky a kolonku vloZime zpét. Opét centrifugujeme
1 minutu pti 11 000 g.
Kolonku vlozime do ¢isté zkumavky a ptidame 50 pl pufru BE.
Inkubujeme 3 minuty pii pokojové teploté a centrifugujeme 1 minutu
pti 11 000 g.
Na kolonku znovu naneseme 50 pl pufru BE.
Opér inkubujeme 3 minuty pii pokojové teploté a centrifugujeme 1 minutu

pii 11 000 g.
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Dale piipravime MasterMix. Pouzijeme kit RIDA®GENE Clostridium difficile firmy

Biopharm.

1.

Do speciadlni zkumavky, ktera se pouziva v piistroji SmartCycler
napipetujeme 19,9 ul reakéniho mixu, 0,1 ul Taq polymerazy a 1 ul interni
kontroly.

Do zkumavky s MasterMixem ptiddme 5 pl vyizolované DNA a kratce

centrifugujeme v mikrocentrifuze.

Podle navodu si nastavime si detekéni kanaly FAM (Cl. difficile), Cy3 (interni

kontrola) a Cy5 (gen toxinu CI. difficile). Po vlozeni vzorku do pfistroje prob&éhne

vlastni PCR reakce dle preddefinovaného programu:

1. Pocatecni denaturace — 1 minuta, 95 °C

2. Pocet cykll — 45

3.

4. Annealing/Extenze — 15 sekund, 60 °C (27, 30, 31)

Denaturace — 10 sekund, 95 °C

9.3.3 Vysledky

Vyhodnoceni vysledki miizeme interpretovat jen, pokud je pozitivni kontrola

pozitivni a negativni kontrola negativni. Zarovein hodnotime charakter amplifikacni

kiivky. Mohou nastat tyto kombinace:

e Toxigenni kmen Cl. difficile: pozitivni reakce ve vSech kanalech.

e Netoxigenni kmen Cl. difficile: pozitivni signal v kanadlech FAM
a Cy3. Negativni signal v kanalu CyS5.

e Negativni vzorek: negativni signal v kandlech FAM a Cy5. Pozitivni
signal v kanalu Cy3.

e Inhibovana reakce: negativni signal ve vSech kanalech. (27, 30, 31)
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10 Prezentace a interpretace ziskanych vysledki

10.1 Mnozstvi vzorku

V letech 2012-2016 bylo ve FN Plzen vysetfeno testem C. DIFF QUIK CHEK
COMPLETE™ a metodou real-time PCR 8 224 vzorki, z toho bylo 958 pozitivnich
piipadu.

Z Grafu 1 vyCteme, ze nejméné pozitivnich vzorkt bylo v roce 2014 (10,2 %),
naopak nejvice jich bylo v roce 2013 (13,4 %) v poméru k jejich celkovému poctu.

Dale, Ze trend pozitivit neni ani stoupajici, ani klesajici.

Tabulka 1: Mnozstvi vySetfenych vzorkd ve FN Plzen v letech 2012—-2016.

rok pozitivni negativni celkem
2012 155 1198 1353
2013 212 1373 1585
2014 168 1483 1651
2015 223 1553 1776
2016 200 1659 1859
celkem 958 7266 8224

Zdroj: viastni vyzkum dle interniho laboratorniho systému MIKRO FN Plzen

Graf 1: Pomérné zastoupeni laboratorné prokazanych ClI. difficile ve vzorcich

vysetfenych ve FN Plzen v letech 2012—2016.
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Zdroj: viastni vyzkum dle interniho laboratorniho systéemu MIKRO FN Plzen
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10.2 Vék pacientii

Ve FN Plzen bylo v letech 2012-2016 prokazano toxigenni Cl. difficile celkem
u 958 pacientti, ztoho jich bylo 364 ve v€ku < 65 let a 594 ve v€ku > 65 let.
Tyto hodnoty jsou graficky zvyraznéné v Grafu 2. Je vidét, ze toxigenni Cl. difficile

bylo prokdzano u 38,0 % pacientd mladsich 65 let a 62,0 % pacientd ve véku > 65 let.

ZGrafu 3 je jasné, ze pacienti s prokazanym toxigennim Cl. difficile
ve véku > 65 let je procentualné vice (13,7 %) i s pfihlédnutim K véku negativnich

pacientt.

Primérny vek pozitivnich pacientd byl 66,4 let, median byl 69,0 let. NejmladSimu

pacientovi bylo 5 let a nejstar§Simu 95 let.

Tabulka 2: Statistické udaje tykajici se vzorkd vySetfenych ve FN Plzen v letech
2012-2016 v souvislosti s vékem pacienta.

< 65 let > 65 let celkem
pozitivni 364 594 958
negativni 3515 3751 7266
celkem 3879 4345 8224

Zdroj: vlastni vyzkum dle interniho laboratorniho systéemu MIKRO FN Plzen

Tabulka 3: Statistické udaje tykajici véku pacienta s prokazanym toxigennim
Cl. difficile ve FN Plzen v letech 2012—-2016.

minimum [roky] maximum [roky] primér [roky]| median [roky]
5 95 66,4 69,0

Zdroj: viastni vyzkum dle interniho laboratorniho systému MIKRO FN Plzen
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Graf 2: Procentualni zastoupeni pacientl ve véku < 65 a > 65 let, kterym bylo
ve FN Plzen v letech 2012-2016 prokazano toxigenni Cl. difficile.

M <65 let

W >65 let

Zdroj: viastni vyzkum dle interniho laboratorniho systému MIKRO FN Plzen

Graf 3: Cetnost pacienti FN Plzen s prokazanym toxigennim Cl. difficile

ve véku < 65 a > 65 let v poméru ke stafi vSech vysetfenych pacientt.

16,0%

13,7%

14,0%
12,0%
10,0% 9,4%

[%)

8,0%
6,0%
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4,0%
2,0%

0,0%

<65 let >65 let
Vék

Zdroj: vlastni vyzkum dle interniho laboratorniho systéemu MIKRO FN Plzen
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10.3 Pohlavi pacientii

Ve FN Plzen bylo v letech 2012-2016 prokazano toxigenni Cl. difficile celkem
958 pacientiim, ztoho bylo 488 pozitivnich Zzen (50,9 %) a 470 muzt (49,1 %),
coz graficky znézoriiuje Graf 4. Vidime, ze rozdil mezi muzi a Zenami je zanedbatelny,
pouze 1,8 %. Tento rozdil se jesté snizuje, piihlédneme-li i k véku negativnich pacientt,

coz ukazuje Graf 5 (11, 5 % muzi a 11,8 % zen).

Tabulka 4: Pocet vzorkt vySetienych ve FN Plzen v letech 2012—2016 v souvislosti

s pohlavim pacienta.

Zdroj: vlastni vyzkum dle interniho laboratorniho systému MIKRO FN Plzen

Graf 4: Procentualni zastoupeni pohlavi pacientd FN Plzen, jimz bylo v letech
2012-2016 diagnosticky prokazano toxigenni Cl. difficile.

B mu?

M 7ena

Zdroj: viastni vyzkum dle interniho laboratorniho systému MIKRO FN Plzen
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Graf 5: Cetnost pohlavi pacienti FN Plzen s prokazanym toxigennim Cl. difficile

Vv poméru k celkovému poctu pacientd.
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Zdroj: viastni vyzkum dle interniho laboratorniho systému MIKRO FN Plzen
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11 DISKUZE

Na zacatku prace byl urCen cil, kter¢ho jsem chtéla v pribéhu tvorby prace
dosdhnout. Stanovila jsem tfi hypotézy a mym ukolem bylo je potvrdit ¢i vyvratit

a ziskané vysledky porovnat s literaturou.

Podstatou sepsani teoretické ¢asti bylo ziskani informaci o nejznamé;jsich zastupcich
bakterii rodu Clostridium, o jejich patogenité, diagnostice a nasledné 1é¢bé. Pievazné
jsem se zaméfila na Cl. difficile, jako na potencionalniho patogena v travicim traktu
¢lovéka, jehoz vyskyt je spjat s antibiotickou 1é¢bou. Na zakladé nabytych znalosti bylo
mozné Vv praktické cCasti  prace popsat prabéh laboratorni  diagnostiky
Cl. difficile ve FN Plzen, zpracovat a zhodnotit ziskand statisticka data z let
2012-2016.

Prvni hypotéza ,,Mnozstvi laboratorné prokazanych toxigennich CI. difficile
se ve FN Plzeii v letech 2012-2016 zvysuje.“ se nepotvrdila. Cetnost prokazanych
toxigennich Cl. difficile znazornuje Graf 1, z néhoz vycteme, ze v roce 2013 se pocet
pozitivit oproti roku 2012 zvysil. V roce 2014 bylo zaznamenano nejméné pozitivnich

pacientl, jejichz pocet opét stoupl v roce 2015 a nasledné klesl v roce 2016.

Zjisténi této prace se tedy neshoduje s literaturou, protoze Husa et al.
(32, s. 201) tvrdi, Ze celosvétovy trend v poctu CDI je vzestupny, pfi¢emz odhadem
pribude vice nez 300 000 novych piipadi rocné. Tento nazor sdili i dalsi odborné
¢lanky, napt. Vojtilova et al. (33, s. 208) tvrdi, ze pocet onemocnéni CDI na Klinice
infek&nich chorob v Brné v poslednich letech stoupa. Naopak mé vysledky podpofila
diplomova prace Majové (34, s. 64): “V roce 2011 se pocet pacientit s CDI zvysil oproti
roku 2010, ale v letech 2012-2015 byl pocet pacientii nizsi nez v roce 2011.

Druha hypotéza ,,V€k > 65 let je rizikovy faktor pro pfitomnost toxigenniho
Cl. difficile u pacientd FN Plzen v letech 2012-2016.* se potvrdila. K této hypotéze
jsem stanovila kritérium vysvétlujici, co je rizikovy faktor — vice nez 50 % pacienti
s prokazanym toxigennim CI. difficile bylo ve véku > 65 let. V letech 2012-2016 bylo
ve FN Plzen prokazano toxigenni Cl. difficile bylo u 62,0 % pacienti ve véku > 65 let
a pouze 38,0 % pacientli mladsich 65 let. To dokazuje, Ze vék > 65 let je rizikovy faktor

pro vznik CDI. Tento fakt se potvrdil také zafazenim véku negativnich pacientd
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do vypoctu rizikového faktoru. Vysledek znazorfiuje Graf 3, kdy je 13,7 % vSech
pacientt > 65 let a 9,4 % pacientli mladsich 65 let.

Vysledky této prace odpovidaji etnym studiim, které probihaji po celé Ceské
republice, napi. Vojtilova et al. (33, s. 208) ve své studii uvadi, Ze k rizikovym faktoram
vzniku CDI patii mimo jiné i vek nad 65 let. Zjistila, ze 77,5 % pacientl i infekci CDI
hospitalizovanych na Klinice infekénich chorob v Brné¢ v letech 2007-2010,
bylo starSich 65 let. Majova (34, s. 42) ve své diplomové praci uvedla,

Ze ve zkoumaném souboru z let 2009-2015 bylo 59,2 % pacientt starSich 65 let.

Teti hypotéza ,,Zeny trpi CDI (Clostridium difficile infection) ast&ji nez muzi.“
se taktéz potvrdila. | zde jsem stanovila kritérium. Tentokrat vysvétluje, Ze pojmem
casteji je mysleno, ze Vzorky s prokazanym toxigennim Cl. difficile pochazeji z vice nez
50 % od pacienti zenského pohlavi. Ve sledovaném obdobi bylo ve FN Plzen

prokazano toxigenni Cl. difficile u 50,9 % zen a 49,1 % muzu.

Hypotéza se timto sice potvrdila, ale jelikoz je rozdil ziskaného vysledku
od stanoveného kritéria pouze 0,9 %, myslim si, Ze pohlavi pacientli nemé zasadni vliv
na vyskyt CDI. Timto nazorem se shoduji s Brabencovou (7, s. 49), ktera ve své
bakalaiské praci uvadi: ,,I kdyz nebyla prokazana souvislost mezi vyskytem CI. difficile
a pohlavim, miizeme videt, Ze pozitivita vysledkii je vyssSi u Zen nez u muzu. “ Jejim
zkoumanym souborem byly vysledky vySetfeni z obdobi zafi az listopad 2010
ziskanych ve FN Brno. Existuji ale 1 vyzkumy, kde je v souboru pacientl vétsi podil
muzu nez zen, napt. podle Majové (34, s. 44) bylo v letech 2010-2015 na oddéleni
intenzivni péce v dané nemocnici 63 % muzi a 37 % zen s CDI. Musim ale podotknout,
ze rozdily ve sledovanych souborech jsou velké, ¢imz muze dojit ke zkresleni

informaci.
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ZAVER

Zavérem lze Fici, ze klostridia, piestoze se s nimi dnes setkavame mén¢ ¢asto, mohou
zpusobit vazna onemocnéni 1 V dnesni dobé smrtelna. Pfipomenme si naptiklad
botulismus, plynatou snét’ nebo tetanus. Duvod, pro¢ je jejich vyskyt nizsi,
nez v predchozich letech, spociva predevSim v dodrzovani spravnych hygienickych
navykl, jak v oblasti osobni hygieny, vyroby potravin, tak ve spradvném oSetieni rany.

V piipad¢ prevence tetanu je u¢inné povinné o¢kovani.

Samostatnou kapitolou je CI. difficile, jehoz vyznam v soucasné dobé narusta
Vv souvislosti se zdokonalujici se intenzivni péfi a naduzivanim antibiotik.
Je to vyznamny nozokomialni patogen, zpisobujici rizné formy CDI vznikajici
po naruseni stfevni mikrofléry a nasledném pifemnozeni bakterie. Podle literatury
se vyskyt CDI v poslednich letech zvySuje. Pravé diky tomuto zji§téni jsem praktickou
¢ast vénovala vyskytu Cl. difficile u pacientd FN Plzen. Retrospektivné jsem sbirala
data tykajici se vzorkl vySetienych imunochromatografickym testem C. DIFF QUIK
CHEK COMPLETE™ nebo metodou real-time PCR a nasledné jsem je statisticky
vyhodnotila. Sledované obdobi jsem ur¢ila na roky 2012-2016. Diky jednomu z mych
cila (popsat algoritmus laboratorni diagnostiky Cl. difficile v MIKRO FN Plzen) jsem
se seznamila s mikrobiologickou laboratoii a s metodami, které se pouzivaji pro zachyt

anaerobnich bakterii, ptevazné Cl. difficile.

Na zacatku vypracovani prace jsem stanovila tfi hypotézy, z nichz jsem dv¢ potvrdila
a jednu vyvratila. Vyvracend hypotéza se tykala cCetnosti vyskytu toxigenniho
Cl. difficile u pacienti FN Plzen. Ma domnénka, Ze se jejich vyskyt bude zvySovat,
se nepotvrdila. Procentudlni zastoupeni pozitivnich vzorkd nemélo ani klesajici,
ani stoupajici trend. Dale z mého Setfeni vyplyva, ze vek nad 65 let je rizikovy faktor
pro vznik CDI. Hypotézu tykajici se v€ku, jsem také potvrdila. JelikoZ byl rozdil mezi
procentudlnim zastoupenim muZzi a zen rozdilny pouze o necelé dvé procenta, myslim

si, Ze pohlavi nema vyznamny vliv na vznik CDI.

Podle mého nazoru by bylo vhodné dale sledovat Cetnost vyskytu CI. difficile
ve FN Plzen s cilem zjistit, jestli trend pozitivnich pacientti bude v dalsich letech klesat
nebo jestli se potvrdi vyroky z literatury a trend bude stoupajici. Dnes je velkym

tématem naduzivani antibiotik, pfi¢emz je snaha o informovani I€kaid, potazmo
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vetejnosti o rizicich z toho plynoucich. Myslim si, Zze vyskyt CDI by mohl byt v pfistich
letech nizsi, pravé kvili snaze o adekvatni antibiotickou 1écbu. Protoze se do rozsahu
mé prace neveSly dalsi mozné rizikové faktory vzniku CDI, chtéla bych se jim

v budoucnu nadale vénovat.
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°C — stupen Calsia
ul - mikrolitr
um — mikrometr
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CDI — Clostridium difficile infection
Cl. — Clostridium
DNA — deoxyribonukleové kyselina
ELISA — Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
event. — eventualné
FN — fakultni nemocnice
GABA - kyseliny gama-aminomaselna
GDH — glutamatdehydrogenaza
GIT — gastrointestinalni trakt
I.v. — intravendzni
kDA — kilodaltony
MIKRO EN Plzeii — Ustav mikrobiologie Fakultni nemocnice Plze
Mpa — megapascal
mV — milivolt
napf. — naptiklad
nm — nanometry
PCR — polymerazova fetézova reakce
tj. —to je

tzn. — to znamena
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PRILOHY

Priloha 1: Mikroskopicky preparat spor klostridia vytvoteny z narostlych kultur.

Zdroj: foto autor

Priloha 2: Mikroskopicky preparat Cl. perfringens vytvotreny z narostlych kultur.

Zdroj: foto autor



Piiloha 3: Kolonie CI. perfringens s dvojitou hemolyzou na Schaedlerové agaru.
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Zdroj: foto autor

Priloha 4: Kolonie CI. perfringens se zonou opalescence na zloutkovém agaru.

Zdroj: foto autor

Piiloha 5: Sedé kolonie Cl. difficile na Schaedlerové agaru.

Zdroj: foto autor



Priloha 6: Algoritmus vysetieni Cl. difficile ve FN Plzen.
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Piiloha 7: E-test — stanoveni citlivosti k vankomycinu a metronidazolu u CI. difficile.

Zdroj: foto autor



Priloha 8: Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen.
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Vazena pani

Sérka Brandtlova

Studentka oboru Zdravotni laborant

Fakuita zdravotnickych studii, Kaledra teoretickych obort
Zapadoceska univerzita v Pizni

Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen

Na zakladé Vasi zadosti Vam jménem Utvaru naméstkyné pro o$etfovatelskou pé&i FN Pizeh udéluji
souhlas se sbérem a zpracovanim anonymizovanych dat z vysledki laboratornich metod,
pouzivanych v Ustavu mikrobiologie (MIKRO) FN Pizefi. Tento souhlas je vydévén, pfi spinéni nize
uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani Vasi bakalafské préace s ndzvem ,Klostridia a jejich

vyskyt u pacientt FN Plzeri".

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

Vrchni zdravotni laborantka MIKRO souhlasi s Vasim postupem.

Osobné povedete svoje Setfenl.
Vase Setfeni nenarusi chod pracovisté ve smyslu provozniho zajisténi dle platnych smérnic

FN Plzen, ochrany dat pacientl a dodrzovani Hygienického planu FN Plzef. Vase Seffeni
bude provedeno za dodrZeni vSech legislativnich norem, zejména s oh m_n
platnost zakona €. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkdch jejich poskytovani,
v platném znénl.

Udaje ze zdravotnické dokumentace pacient(l, které budou uvedeny ve Vasi bakalafské praci,
musi byt anonymizovény.

Sbér informaci budete provadét v dobé& Vasi, Skolou schvalené, odborné praxe a pod pfimym
vedenim oprdvnéného zdravotnického pracovnika, kterym je MUDr. Lenka Geigerova,
lékarka MIKRO FN Pizen.

Po zpracovani Vami zjisténych udajl poskytnete zdravotnickému oddélenti / klinice &i organizaénimu
celku FN Plzef zavéry Vaseho Setfeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkl Vaseho Setfeni na vzdélavacich akcich

pofadanych FN Plzeri.

Toto povoleni nezakladd povinnost zdravotnickych pracovniki s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami naruSovala plnéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprdce zaméstnanct
FN Plzefi na Vasem Setfeni je dobrovolna.

Preji Vam hodné Uspéchl pfi studiu.

Mgr. Bc. Svétluse Chabrovd
manaZerka pro vzdéldvani a vyuku NELZP
2z4stupkyné néméstkyné pro oS, pé&i

Utvar néméstkyné pro 0. pé&i FN Pizefs
tel.. 377 103 204, 377 402 207

e-mail: chabrovas@fnpizen.cz

22, 9. 2016



