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Diagnostika CDI a interpretécia vysledkov
prindsa v klinickej praxi vela zloZitych
situdcii. Relevantnost vysledkov mbZe byt
modifikovana neadekvatnou indikaciou
alebo nespravnou manipuldciou so vzorkou
stolice. VSeobecne plati, ze na diagnostiku
CDl je nutné zvolit kombindciu minimalne
dvoch diagnostickych testov. Dévodom
kombinacie testov je ich rozdielna predik-
tivna hodnota, citlivost a moZné falosna
negativita najma pri stanoveni toxinov

s ohladom na ich termolabilitu. PouZitie
metddy PCR komplikuje otézka koloniza-
cie netoxigénnymi kmenmi CD. Vzhladom
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Moznosti diagnostiky klostridiovej

kolitidy pomocou POCT PCR

v klinickej praxi

Clostridioides difficile (CD) je najéastejSou pricinou postantibiotickych
hnaCiek a ich dolezitost stupa najméa v stvislosti s nozokomialnymi
infekciami. Infekcie sposobené Clostridioides difficile (CDI, z angl.
Clostridioides difficile infection) maju podla Udajov v literatre stpajlci
trend a v obdobi pandémie COVID-19 je tento vzostup akcelerovany
nadmernou preskripciou antibiotik. Zavaznost CDI stipa s vekom

a pocetnostou recidiv.

na tepelnu nestalost klostridiovych toxinov
by mala byt vySetrovana stolica spracova-
né& bezodkladne. Ak nie je mozné tuto sto-

licu vy$etrit ihned’, mala by byt skladovana
pri teplote 5 °C.

Pri vytvarani diagnostickych
algoritmov mozno vyuzit
kombinaciu nasledujucich testov:

Doékaz klostridiového antigénu -
glutamatdehydrogenaza (EIA)
Glutaméatdehydrogenaza (GDH) je $peci-
ficky exoenzym produkovany kmenmi CD.

Rovnako ako dbkaz toxinov je tato metdda
zaloZzend zvacsa na ,enzyme immunoas-
say“ (EIA). Stanovenie GDH je idealnym
testom na vylicenie CDI, jeho vysoka
negativna prediktivna hodnota s vysokou
pravdepodobnostou vylucuje pritomnost
CD. Zaroven na zaklade pozitivity GDH nie
je mozné odlisit toxigénne a netoxigénne
kmene CD.

Dékaz klostridiovych toxinov A/B (EIA)
Stanovenie toxinov metddou EIA ma s pri-
hliadnutim na ich termolabilitu niziu citli-
vost oproti stanoveniu GDH. Pri pozitivnom
vysledku ma vysoku pozitivnu prediktivnu
hodnotu v stanoveni CDI.

Stanovenie génov kédujlcich toxiny CD
(PCR)

Real-time PCR stanovenie génov kddujlcich
toxiny CD sa postupne dostdva do rutinnej
laboratdrnej praxe a to nielen ako konfir-
macny, ale aj skriningovy test. Okrem ex-
trémnej citlivosti tejto metodiky (99-100 %)
je vyhodou rychla dostupnost vysledkov,
popripade stanovenim typickych delécii je
mozné urcit najcastejSie hypervirulentné
kmene CD. Vlysoka citlivost testu obmedzuje
jeho skriningové pouzitie. Test je natolko
citlivy ze zachyti aj minimalne mnozstvo
toxigénnych CD. Tento fakt znizuje jeho
pozitivnu prediktivnu hodnotu. Pri skriningo-
vom vys$etreni je nutné test kombinovat s EIA
stanovenim toxinov CD.
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Diagnosticky test Trvanie Senzitivnost/ PPH* [NPH** Vyhody Nevyhody
testu Specifickost
Anaerdbna kultivacia 2-3 dni 90-98%/ -% - Urcenie ATB citlivosti, Kolonizacia vs.
91% moznost dalsej infekcia
molekuldrnej typizacie )
trvanie testu
Stanovenie cytotoxicity 2 dni 80-100% / 57-91%/ Historicky vyznam Riziko falo$nej
na tkanivovych kultirach / 93-97% 87-97% pozitivity, naro¢nost,
neutralizacny test trvanie testu
65-90% / 50-87%/
96-100% 97-99%
EIA Stanovenie 15-45 87-100% / 71-91%/ Jednoduchost Kolonizacia vs.
klostridiového antigénu - mindt 76-98% 97-100% arychlost testu. infekcia
glutamatdehydrogenézy (GDH) Vysoka NPV*
EIA Stanovenie klostridiovych 2 hod. 40-100% / 50-100%/ Jednoduchost Obmedzena citlivost
toxinovAaB 84-100% 78-99% arychlost testu,
Vysokd PPV**
Real-time PCR stanovenie 60-120 83-100% / 46-94% | Vysoka citlivost Kolonizacia vs.
génov kdédujucich toxiny A/B mindt 87-98% 96-100% infekcia
Znizena PPV**
POCT Real-time PCR do 25 88-96%/ 46-94% | Rychlost testu Kolonizacia vs.
stanovenie génov kédujucich minut 94-97% 86-100% infekcia
toxiny A/B
Dostupnost Znizend PPV**
Vysoké citlivost

> Tabulka 1: Prehlad jednotlivych laboratornych metdd pouzivanych v diagnostike CDI'?

Dékaz GDH alebo PCR? Dékaz toxinov A a B (EIA) Interpretacia vysledkov

pozitivny pozitivny Vlysoka pravdepodobnost CDI. Nutnd izol4cia a liecba CDI.

pozitivny negativny Suspektnd CDI. Priinterpretacii vysledkov nutné zohladnit anamnézu
pacienta a ostatné laboratdrne vysledky. Vhodnd izolécia a podla
zévaznosti ochorenia zac¢at empiricku liecbu. Pre potvrdenie diagndzy je
vhodné doplnit kultivaciu stolice na C. difficile, alebo zvazit rektoskopiu.

negativny pozitivny Pravdepodobne ide o laboratérnu chybu. Je vhodné zopakovat
vySetrenie.

negativny negativny CDl laboratérne vylucend, nutné hladat iny zdroj tazkosti.

> Tabulka 2: Priklad algoritmu diagnostiky C. difficile v stolici a interpretdcia nalezov podla Ceského odporic¢aného postupu pre diagnostiku a lie¢bu kolitidy
sposobenej CD (2 GDH - glutaméatdehydrogendaza; PCR - dokaz génov pre tvorbu toxinov A a B.)

Anaerdbna kultivacia CD

Kultivacia CD je pristrojovo, ¢asovo a fi-
nancne narocnd metodika. Tvorba spdr

CD vytvara priestor na kultivaciu po ich
vykli¢eni aj po dlh§om ¢ase. Konfirméaciu
kultivaéného nalezu mozno realizovat mnoz-
stvom metdd od latex aglutinacnych cez
biochemické, az k modernym metodikam ako
MALDI-TOF alebo PCR. Naro¢nost tohoto

procesu predurcéuje kultivaciu CD na konfir-
macny test, nie ako skriningovy. Vyhodou
kultivacie je moznost stanovenia citlivosti

CD na antibiotikéa.

Dékaz cytotoxicity na tkanivovych

kultarach

Ddkaz cytotoxicity na tkanivovych kultu-
rach je konfirmacnym vySetrenim v malom

mnozstve laboratorii vzhladom na naro¢-
nost metodiky nielen z pohladu vybavenia
laboratoria, ale aj hodnotenia vysledkov.

Stratégia diagnostiky CDI

Kazda z metodik popisanych vyssie ma svoje

vyhody a zéroven svoje slabiny. Vytvorené

algoritmy diagnostiky CDI kombinuju jednot-
livé metodiky so snahou maximéalne vyuzit
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silné stranky testov a zaroven eliminovat
ich slabiny. Zo spravnej kombinacie testov
profituje nielen pacient, ale aj zdravotnicke
zariadenie lieCiace pacienta. Pri tvorbe
algoritmov zohréva délezitu ulohu nielen
presnost vysledku, cena testu, ale aj doba
dostupnosti vysledku. Skusky cytotoxici-

ty a kultivaciu CD s ohladom na ¢asovu
naro¢nost mozno pouzit len na doplnkovu

- rozSirenu diagnostiku. Real-time PCR bola
donedéavna tazsie dostupna a draha meto-
da, ¢o ju vyznamne eliminovalo pri jej pouZiti
v algoritmoch diagnostiky CDI. Posledné
obdobie sme svedkami nevidaného pokroku
pri pouziti molekularnych metéd v medi-
cinskej praxi, o nam poskytuje priestor

na CastejSie pouzitie PCR v diagnostike CDI.
Dostupnost POCT PCR v praxi vyznamne
znizuje ¢asové okno na potvrdenie pravde-
podobnej infekcie CDI.

POCT PCR v diagnostike klostridiovej
kolitidy

POCT analyzatory (z angli¢tiny point of care
testing) su laboratérne pristroje ur¢ené

na diagnostiku pacienta v mieste vySetrenia/
lie€by pacienta. Ich vyuZite na urgentnych
prijmoch alebo jednotkach intenzivnej
starostlivosti uZ ma svoju tradiciu. Pandémia
COVID-19 ukézala dolezitost POCT v skorgj

identifikacii pacienta s infekénou chorobou
a spravnom manazmente pacienta vratane
karanténnych opatren.

Extrémna citlivost POCT real-time PCR je
vyhodou aj slabostou tejto metodiky. Ako je
uvedené v tabulke 1, PCR diagnostika ma
vysSiu citlivost oproti stanoveniu GDH. PCR
dokaZe zachytit uz minimélny pocet toxigén-
nych kmenov CD, a tak je na jednoznacné
potvrdenie CDI nutné doplnit aj vySetrenie
toxinov EIA. Pri pouziti iba PCR testu bez
doplnujuceho testu podla algoritmov sme

Priklad pracovného postupu a dopad na pacienta

Hodiny A

vystaveni riziku falo$nej pozitivity na pod-
klade kolonizacie traviaceho traktu CD.

U pacienta s pozitivnou PCR, ale negativ-
nym toxinom, je nutné v diagnostike CDI
zohladnit aj klinicky stav pacienta, rizikovu
anamnézu a laboratdrny nalez, popripade
zvazit rektoskopické vysetrenie.

Priemerné dostupnost laboratérnych
vysledkov je za idedlnych podmienok menej
ako 18 hodin. Moderné POCT pristroje
dokazu stanovit vysledok vratane odberu
do pol hodiny. Praktické trvanie testu vsak

eﬂe@

zavisi od organizacie prace pracoviska,
mnoZzstva zaskoleného personalu a umiest-
nenia pristroja. Pri pouZiti v ambulancii je
popisovany ¢as najkratsi.

Problém ekonomickej vyhodnosti POCT
PCR je nutné analyzovat nielen z pohla-

du jednotkovej ceny testu, ale najma vo
vztahu k umiestneniu POCT PCR v algoritme
diagnostiky. Trojstupnovy algoritmus (GDH
+ Toxin EIA+PCR) je ekonomicky nevyhodny,
a oproti dvojstupnovému s PCR testom
(PCR + toxin EIA) vyznamne nezvySuje
citlivost algoritmu. V porovnani dvojstup-
novych algoritmov s PCR (PCR + toxin EIA
+PCR) a bez neho (GDH + toxin EIA), je test
z ekonomického pohladu vyhodnejsi, avsak
menej senzitivny. Finan¢na vyhoda pri skorej
diagnostike s nastavenim adekvétnej liecby
karanténnych opatreni so zabranenim d'al-
Sich nozokomidlnych nakaz bola publikova-
na v mnozstve prac. Jednoduchd obsluha

a skora dostupnost vysledku vyznamne
zjednodusuje ur€enie spravnej diagndzy
liecby a d'alSieho postupu.

Aj z naSej praktickej skisenosti pri validacii
metodiky cobas® Cdiff Nucleic acid test
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pre cobas® Liat® System sme sa presved-

¢ili o vysokej citlivosti testu. VySetrili sme

6 pacientov s pritomnymi hnackami po lie¢be
antibiotikami. VSetkym pacientom bol sucas-
ne realizovany dokaz GDH a klostridiovych
toxinov imunoenzymaticky. Zo 6 vySetreni
bola CDI vyli¢end u 2 pacientov (negativne
POCT PCR, suc¢asne negativne GDH a dokaz
toxinov EIA), u 2 bola s PCR pozitivitou potvr-
dend pozitivita GDH aj toxinov EIA. U 2 pa-
cientov sme CDI suponovali s ohladom

na klinickd symptomatoldgiu a typicky labo-
ratérny nalez, pricom imunoenzymatickeé vy-
Setrenie toxinov bolo opakovane negativne.
POCT PCR bolo u oboch pozitivne, pricom

u jedného pacienta bola CDI verifikovana

aj rektoskopickym vySetrenim. Po nasadeni
liecby vankomycinom doslo u véetkych 4 pa-
cientov k zlep$eniu stavu, znizeniu frekvencie
hnaciek a poklesu zapalovej aktivity.

Skora a spravna identifikacia nie je klucova
len pri ochoreni COVID-19, ale aj pri CDI.

Pri zavadzani metodiky do praxe je preto
nutné zohladnit nielen citlivost testu, ale aj
rychlost dostupnosti vysledku. Na zaklade
skorého ur€enia spravnej diagndzy, adekvat-
nej lieCby a karanténnych opatreni vychadza

O

o

na prvy pohlad drahsia metodika nakoniec
ako vyhodnejsia, s vyznamnou Usporou
finan¢nych nakladov.
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Zastupca prednostu a VS ugitel Kliniky
infektoldgie a CM UNLP a UPJS LF v Kosi-
ciach. Absolvent Lekarskej Fakulty UPJS

v KoSiciach je ¢lenom Infektologickej
spolo¢nosti SLS. V odbore infektoldgia sa
Specializuje na diagnostiku a lieCbu infek-
cii spésobenych Clostridioides difficilae.
so zameranim na transplataciu fekalnej
mikrobioty a jej implementéciu do beznej
praxe. Svoj volny Cas venuje najma rodi-
ne, manzelke a dvom synom.

Test cobas® Cdiff je in vitro zdravotnicky prostfedek pro pouziti v systému cobas® Liat®. Test je automatizovany, kvalitativni a vyuziva
polymerazovou fetézovou reakci (PCR) v realném case pro detekci genu pro toxin B (tcdB) toxigenniho Clostridioides difficile
(C. difficile) v neformovanych (tekutych nebo mékkych) vzorcich stolice, ziskanych od pacient(l s podezienim na infekci C. difficile

(CDI). Test nukleovych kyselin cobas® Cdiff v kombinaci s analyzatorem cobas® Liat® je uréen k pouZiti jako pomdcka pfi diagnostice
CDI u lidi ve spojeni s klinickymi a epidemiologickymi rizikovymi faktory. Analytickd citlivost je 45 az 90 CFU/stér v z&vislosti na izolatu.

Tradiéni 3 3 3 g \-Q-r 3 Podanie
multi-krokovy ' ‘ ‘ antibiotik
testovaci

algoritmus Pacienti s CDI Izolacia Odber vzorky Proces % 0 ﬁ ﬁ
’ symptomami pre laboratérium  laboratérnej PCR %
alebo algo EIA
Prijatie pacienta Hladanie
bezizolacie etioldgie
symptémov

Spoliehajuc sa na rychle a presné vysledky z cobas® Cdiff, su teraz zdravotnicki pracovnici schopni zefektivnit diagnostiku CDI,
aby sa zniZila zbytoCna izolacia, empirické pouzivanie antibiotik a iniciovali sa vhodné opatrenia na kontrolu infekcie.

%ﬂ%‘% iG

_— —_— 5 Izolacia Podanie
‘ @ antibiotik

cobas® Cdiff

Pacienti s CDI Odber vzorky cobas® Liat® Systém 3 3
symptomami pre laboratérium  poskytuje presné — ‘ %
vysledky
é Prijatie pacienta Hladanie
bezizolacie etioldgie
~20 minut symptémov
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Ur€eno k pouziti odborniky ve zdravotnictvi.
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