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Clostridium difficile…

� 1935 jako součást střevní flóry novorozenců

� 70. léta  - původce pseudomebranósní kolitidy 
(PMC)(PMC)

� 15 –25 % post antibiotických průjmů 

� 50 – 75 % post antibiotických kolitid

� 95 – 100 % PMC

� Narůstající význam jako původce nemocničních a 
komunitních infekcí



Měnící se epidemiologie CDI… 

� Začátek nového tisíciletí – Kanada, USA…UK

� Hypervirulentní ribotyp 027

� Rizikové faktory – ATB, věk, hospitalizce, komorbidity…

� Současnost :

� Další šíření těžkých forem CDI

� Další epidemidemické virulentní ribotypy (078,001,176…)

� Nové skupiny : komunita, děti, gravidní, bez ATB medikace



Mortalita C.difficile – Anglie a Wales

Ribotyp 027 v roce 2009

Eurosurveillance, Volume 13, Issue 31, 31 

July 2008



Zvířecí původ CDI ?

� Novorozená telata, prasata

� Stejné ribotypy jako u lidí - 078,027,001…

� Masné výrobky 

� Koně ? Domácí mazlíčci ?

� Přenos na člověka zatím neprokázán, ale možný 
zdroj….zdroj….

Gould H, Limbago B. CID 2010:051



Evropský průzkum – listopad 2008

� 34 zemí

� 97 nemocnic,109 laboratoří

� Incidence – průměr 4,1( 0,0-36,3)…ČR 1,1

� 509 případů, 101 úmrtí- ve 40 % prokazatelná souvislost s � 509 případů, 101 úmrtí- ve 40 % prokazatelná souvislost s 

CDI

� 75 různých ribotypů – 014/020,078,087….

� Ribotyp 027 prevalence jen 5 %

� 3 % toxigenních izolátů pouze toxin B

C.difficile infection in Europe: a hospital based survey, 

www.thelancet.com - Lancet on line Nov 2010



Evropský průzkum – 2008 II

� 80 % nozokomiální původ CDI

� 92 % ATB medikace v předchozích 3 měsících 

- aminopenicilin/inhibitor – 19%

- fluorochinolony – 23 %- fluorochinolony – 23 %

- cefalosporiny – 34% ( ceftazidim 17% !)…

- ….i.v. glykopeptidy i.v. glykopeptidy -- 7%; linkosamidy7%; linkosamidy-- 6%...6%...

� 63 % > 65 let

� 16 % rekurence…

C.difficile infection in Europe: a hospital based survey, 

www.thelancet.com - Lancet on line Nov 2010



Situace v ČR ?

� Dílčí výsledky z panevropské studie 08  – 3 velké  
nemocnice ( FN u sv. Anny Brno, FN Plzeň, FN Motol 
Praha )

� 7 izolátů – (ribotypy  017,023,087 )� 7 izolátů – (ribotypy  017,023,087 )

� Incidence 1,1

� 2009 – zvýšená incidence a závažnost CDI  : východní 
Čechy a oblast Brna, sporadicky Č.Budějovice

� Neobvyklý ribotyp 176



Ribotypy       027 a 176

� Téměř shodný profil v rámci PCR 
ribotypizace

� Produkce binárního toxinu

� Shodná delece 18 bp (nt 117 bp) genu TcdC 
– negativní regulátor produkce toxinů

027

176

– negativní regulátor produkce toxinů

� GeneXpert ( Cepheid) signalizuje oba 
ribotypy jako  027



Ribotyp 176

� Sporadický výskyt : 
Holandsko a Japonsko

� Epidemický výskyt : Polsko a 
ČR 

� Biologicky podobné � Biologicky podobné 
vlastnosti jako ribotyp 027  

� Rezistence : erytromycin, 
ciprofloxacin, moxifloxacin

� Citlivost : klindamycin, 
vankomycin, metronidazol…



Laboratorní diagnostika CDI v ČR – dotazník 
prosinec 2010

� Celkem 38 laboratoří, z toho 34 
nemocničních

� Celkový počet lůžek 28 377 ?

� Zvýšený výskyt a závažnost 
29%

Změny v četnosti a závažnosti CDI

+� Zvýšený výskyt a závažnost 
CDI :

- 11 ( 29%)
- nejistota  5 (14 %)

Brno, severní Morava, východní Brno, severní Morava, východní 
ČechyČechy

13%

58%

+

+/-

-
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MLVA ribotypů 
176 (ČR a Polsko) 
a 027

Referenční centrum pro C.difficile - Leiden



CDI – rezistence léků volby ?

� Vankomycin – zcela výjimečně MIC 4 - 8  mg/l

� Ve vztahu k hladinám vázaným na p.o. podání ( stovky-

tisíce mg/l) zcela nevýznamné 

� Potřebujeme jiná antibiotika ??

� ( rifamixin, fidaximicin)



Rezistence CDI k metronidazolu ?

� Heterorezistence, neznámý 
mechanismus

� Detekce především u čerstvých 
izolátů, ztráta po rozmrazení izolátů, ztráta po rozmrazení 
nebo pasážováním

� Korelace rezistence a 
terapeutického selhání 
neprokázána !

� 6,5 % izolátů MIC 16 – 64 mg/l –
Španělsko !!

Paleaz T et al. JCM 2008;46: 3028-32



Laboratorní diagnostika CDI - požadavky

- rychlá dostupnost výsledku

- vysoká spolehlivost- vysoká spolehlivost

- jednoduchost 

- jednoznačná interpretace 

- „přijatelná“ cena



Rizika falešně negativních a pozitivních 
výsledků… CDI

�Neadekvátní léčba, progrese nemoci… 

�Ohrožení dalších vnímavých pacientů

�Zbytečná ATB léčba

�Riziko infekce CDI od izolovaných pacientů s 
CDI

�Chybná diagnóza



Srovnání laboratorních metod průkazu C.difficile

Barlett JG, Infection Control and Hospital Epidemiology 2010, vol.31



Diagnostický 
test

Detekce Doba testu Senzitivita Specificita Výhody Nevýhody

Kultivace

C.Difficile +

Toxigenní 
kmen

72 hodin > 95 % 90%

Možnost mol. 
typizace

Primárbě 
neodliší 
netox.kmeny,

Časová prodleva

Cytotoxicita a 
neutr. test Toxin B 48 hodin 90-95 % 90-95 %

Zlatý standard

Detekce A-B+
Falešná 
pozitivita,náročn
á standardizace

Srovnání laboratorních metod průkazu C.difficile,

podle Barlett JG, Infection Control and Hospital Epidemiology 2010, vol.31

á standardizace

Běžný antigen GDH

(EIA) C.difficile 30 – 45 min 95 - 100 % 70-80%

Jednoduchost

Detekce A-B+
Neodliší 
netox.kmeny, 
zkřížená 
reaktivita

ELISA (A i B) Toxiny A + (B) 2 hodiny 70 - 80% 90-95 % Jednoduchost Variabilní 
citlivost -
nespolehlivost 

Real-time PCR

(komerční testy)

Toxigenní 
C.difficile cca 1 hodina > 98 % 90- 99%

Jednoduchost
vysoká 
citlivost+ 
detekce 027…

Dostupnost,

interpretace



Zlatý standard diagnostiky CDI ?

� Kultivace ?

� Cytotoxicita ?

� Nevýhody : čas, standardizace, náročnost, rozdílná 
citlivost obou testůcitlivost obou testů

� Průkaz toxigenního kmene x detekce toxinu



Průkaz toxinů C.difficile ?

� Velká nabídka komerčních testů 

� Velká variabilita v senzitivitě a specificitě� Velká variabilita v senzitivitě a specificitě

� Významné rozdíly ve výsledcích i v rámci 

jednoho testovacího kitu 

� Zhruba každý 5 – 10. výsledek je chybný 

� Opakování testů ?? 

CDI Diagnosis Working  Group, Wilcox…duben/2009



Příklad algoritmu vyšetření CDI 

C.diff. spec.antigen

-GDH-- +

C.diff. neprokázáno

C.diff. toxin A/B+ -
GDH   +

Negativní nález

GDH +
Tox.  +

C.diff. s produkcí toxinu

GDH   +
Tox.    -

Netoxigenní kmen 

Toxigenní kmen

falešně negativní

GDH falešně pozitivní

KULTIVACE !

Podle Fenner L, Widmer AF Goy G et al. 
Rapid and reliable diagnostic algorithm for 
detection of Clostridium difficile. J Clin 
Microbiol 2008; 46: 328–30

Kultivace podle okolností



GDH jako „first line screening tool“ ?

GDH – vysoká NPV, stabilita ( nevhodně skladované vzorky)



C.DIFF QUICK CHEK COMPLETE
TechLab

� Detekce GDH+ A,B toxinů

� Senzitivita průkazu toxinů 
cca  80- 95 %cca  80- 95 %

� Výsledek do 30 minut



GDH + toxin A,B

GDH negativní

CDI negativní

GDH pozitivní

Toxin pozitivní 

Předpokládané 

GDH pozitivní

Toxin negativní

Algoritmus diagnostiky C. difficile ve FN Motol

Předpokládané 
toxigenní C.diff* PCR (GeneXpert…)

PCR negativní

Netoxigenní C.diff 
nebo falešně 
pozitivní GDH

PCR pozitivní

Toxigenní C.diff*

* U těžkých CDI a z epidemiologických důvodů kultivace a případná  
molekulární  typizace kmene CD



PCR  v diagnostice   CDI ? 

� vysoká senzitivita, maximální NPV 

� specificita ?

� Nedetekuje toxin � Nedetekuje toxin 

� Možný průkaz u kolonizovaných jedinců – zejména starší 

populace s průjmy z jiných příčin (ATB, laxativa, noroviry…)

� Asymptomatičtí nosiči po prodělané epizodě CDI ?

� Interpretace ?



Dvoj – trojstupňové algoritmy x PCR ?

� Rozdíly v senzitivitě a specificitě nedosahují hladiny statistické 
významnosti…

Larson AM, Fung AM, Fang FC. Evaluation of tcdB real-time PCR in a three-step diagnostic algorithm for detection of toxigenic Clostridium 
difficile. J Clin Microbiol. 2010 Jan;48(1):124-30 

Kvach EJ, Ferguson D, Riska PF, Landry ML. Comparison of BD GeneOhm Cdiff real-time PCR assay with a two-step algorithm and a toxin 

A/B enzyme-linked immunosorbent assay for diagnosis of toxigenic Clostridium difficile infection. J Clin Microbiol. 2010 Jan;48(1):109-14

� Toxin EIA + GDH pouze 73% senzitivita ve srovnání s PCR u 
neepidemických ribotypů…

A/B enzyme-linked immunosorbent assay for diagnosis of toxigenic Clostridium difficile infection. J Clin Microbiol. 2010 Jan;48(1):109-14

Novak-Weekley SM, Marlowe EM, Miller JM, Cumpio J, Nomura JH, Vance PH, Weissfeld A. Clostridium difficile testing in the clinical 

laboratory by use of multiple testing algorithms. J Clin Microbiol. 2010 Mar;48(3):889-93

Tenover FC, Novak-Weekley S, Woods CW, Peterson LR, Davis T, Schreckenberger P, Fang FC, Dascal A, Gerding DN, Nomura JH, 
Goering RV, Akerlund T, Weissfeld AS, Baron EJ, Wong E, Marlowe EM, Whitmore J, Persing DH. Impact of strain type on detection 
of toxigenic Clostridium difficile: comparison of molecular diagnostic and enzyme immunoassay approaches. J Clin Microbiol. 
2010 Oct;48(10):3719-24



� Průkaz toxinů metodou EIA je suboptimální metoda

� Preference algoritmu kombinujícího GDH s kultivací 
nebo průkazem cytotoxicitynebo průkazem cytotoxicity

� PCR zatím ne jako rutinní test ( chybí dostatek dat )

� Opakované testování v rámci jedné průjmové epizody 
není nutné a rutinně se nedoporučuje…

Infection Control and Hospital Epidemiology, May 2010,vol.31, No 5



Otázky ?

� Infekční dávka ? 

�Limity  - přípustné množství spor ?

�Úloha antitoxických protilátek ?�Úloha antitoxických protilátek ?

�Cesta přenosu – přímý kontakt, 
kontaminované potraviny ? 

�Rizikové faktory v komunitě ? 



Optimální laboratorní diagnostika CDI ?

� Trvale kontroverzní téma

� Různé referenční metody  mají nestejné výsledky

� Kultivační průkaz toxigenního kmene je citlivější, ale 
nemusí nutně znamenat, že je lepší pro konfirmaci CDI

� Průkaz cytotoxicty je citlivější k potvrzení CDI, ale měl 
by být konfirmován kultivací + náročnost a 
standardizacestandardizace

� komerční testy (EIA,imunochromatografie) pro průkaz 
toxinů jsou v současné době nedostatečně citlivé

� Komerční PCR pro přímý průkaz vysoce citlivé 
perspektivní, ale….

� Kombinace průkazu GDH s dalším testem (y) je zatím 
stále považováno a doporučováno jako standard 



Děkuji za pozornostDěkuji za pozornost


