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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva problematikou laboratorni diagnostiky
kmenu Clostridium difficile a porovnanim citlivosti metod, které se pfi
diagnostice pouzivaji. Uvodni teoreticka ¢ast popisuje charakteristické
vlastnosti bakterie, pfi€iny a projevy onemocnéni, které C. difficile maze
Zpusobit. Jsou zde zminény moznosti laboratorni diagnostiky a metody detekce
bakterie. Teoreticka ¢ast také zahrnuje moznosti prevence a |éCby.

Nasledujici prakticka ¢ast je zaméfena na konkrétni detekéni metody.
Jsou zde popsany metody kultivace a citlivosti k antibiotikim. Zabyva se
prikazem pritomnosti toxint C. difficile ve vzorcich stolice pacientd. V pfipadé
toxigennich kmenu popisuje metodiku jejich rozliSeni - toxinotypizaci a nasledné
urceni ribotypu.

Zavérecna cast shrnuje vysledky provedenych metod a je zhodnocena

jejich citlivost.

Klicova slova: Clostridium difficile, kultivace, toxiny, toxinotypizace, ribotypizace



Abstract

Bachelor thesis deals with the laboratory diagnostics of Clostridium
difficile strains and comparing the sensitivity of the methods that are used for
diagnostics. Preliminary theoretical part describes the characteristics of
bacteria, causes and symptoms of the diseases, which may cause C. difficile.
There are discussed possibilities of the laboratory diagnostics and methods for
detection bacteria. The theoretical part also includes the possibilities of
prevention and treatment.

The following practical part focuses on the specific detection methods.
There are described methods of cultivation and susceptibility to antibiotics. It
deals with the evidence of the presence of C. difficile toxins in the stool samples
of patients. In case of toxigenic strains describes the methodology of its
differentiation — toxin typization and the subsequent determination of ribotypes.

The final section summarizes the results of the methods and evaluated

their sensitivity.
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Seznam pouzitych zkratek

bp - pary bazi

CD - Clostridium difficile

CDAD - Clostridium difficile Associated Disease

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EIA - enzymova imunoanalyza

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

GDH - glutaméat dehydrogenaza

kDa - kilodalton

kb - kilobaze

MIC - minimalni inhibiéni koncentrace

PCR - polymerazova fetézova reakce

PCR-REA - PCR-restriction enzyme analysis

PFGE - pulzni gelova elektroforéza

POCT - Point of care testing (testovani v misté péce o pacienta)
VL - viande levure (z francouzstiny) — obsahuje masovo-

kvasnicovy extrakt



1 UVOD

Klostridiové infekce fadime mezi infekce anaerobni, které mohou
zapficinit exogenni i endogenni onemocnéni raznych zavaznosti. Clostridium
difficile muaze kolonizovat stfevni sliznici zdravych lidi jako soucast bézné
mikrofléry. Pod vlivem mnohych rizikovych faktord muZe dojit k potlaceni
mikrobialni rovnovéhy ve stfevé a k ndslednému pfemnozeni bakterii C. difficile.
K rizikovym faktordm CDAD (Clostridium difficile Associated Disease) patfi

mimo jiné Casté uzivani Sirokospektrych antibiotik.

Clostridium difficile patfi mezi primarni patogeny, které mohou zpUsobit
prijmové onemocnéni infekéniho puavodu, dale pak kolitidu az
pseudomembrandzni  kolitidu. Toxigenni kmeny Clostridium difficile jsou
nej¢astéjSimi puvodci nozokomialnich stfevnich infekci. U nemocniénich
pacientd neni asymptomatickd kolonizace C. difficile nic vyjimeéného.
Novorozenci jsou €asto kolonizovani i toxickymi kmeny, jsou vSak bez klinickych

projevu. (http://www.szu.cz)

Kultivace C. difficile byla dfive pomérné narocna, proto byla tato bakterie
pojmenovana latinskym slovem difficile — obtizny. Dnes se kultivace provadi na
specialnich pdadach v anaerobnim prostfedi. Stale castéjSi je testovani
pritomnosti toxinG C. difficile. Jestlize jsou toxiny prokazany, indikuje se Ié¢bha

antibiotiky volby (vankomycin nebo metronidazol).

Vyskyt infekci vyvolanych C. difficile se v poslednich letech strmé zvysil,
hlavné z davodu Sifeni vysoce virulentnich klond. Jako prvni byl popséan ribotyp
027 a poté i dalSi ribotypy, napf. 078, 017. Infekce jsou tak Castéji spojené

N e

s t&78im prib&hem a vy3si mortalitou. (NYC, 2010)
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Hlavnim cilem mé préace je zpracovani vzorka stolice pacientl rdznymi
metodami, které se vyuzivaji jak pro rutinni vySetfeni, tak i v méné Castych

pripadech. A nasledné srovnani citlivosti pouzitych metod.

Mezi mé dalSi cile patfi tyto:
» Detekce toxigennich kmenu C. difficile ze vzorku stolice pacientu.

o Kultivace vzorkl na selektivnich puadach, jejich biochemicka
identifikace a stanoveni citlivosti na antibiotika.

* Provedeni toxinotypizace a ribotypizace pomoci metody PCR.
« Stépeni vzniklych fragmentd PCR pomoci restrik&nich enzymd.

e Zarazeni vyslednych Stépnych produktd  k odpovidajicim

toxinotyptm.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Historie C. difficile

Pavodni bakterie Bacillus difficilis, dnes jiz znama jako Clostridium
difficile byla prvné izolovana vroce 1935 Hallem a O’'Toolem ze stolic
vySetfovanych novorozencl. V roce 1937 bylo C. difficile identifikovano ve
stolici 15% déti do jednoho roku. Na konci 80. let 20. stoleti, Bartlett a spol. a
George a spol. prokazali, Ze ve stolici pacientu, ktefi trpéli pseudomembrandzni
enterokolitidou po 1éEbé antibiotiky, je toxin, ktery je mozZno neutralizovat sérem
proti toxinu Clostridium sordelii. O rok pozdéji tento toxin purifikovali a stanovili
jeho zakladni vlastnosti. (ZAVADOVA, 1986)

Teprve po sedmi letech se jim podafilo izolovat kmen C. difficile a
prokézat produkci toxinu, ktery je zodpovédny za klinické pfiznaky. U zdravych
osob byla pozdéji prokazana pFitomnost protilatek proti bakterii. (ZAVADOVA,
1986)

Bakterie C. difficile byla primarné izolovana ze stolice pacientl, ktefi

podstoupili IéEbu klindamycinem. (http://www.cmr.asm.org)

Bakterie je pfitomna asi u 5-10% zdravé populace. Novorozenci byvaji

kolonizovani az v 70%. (http://www.zuova.cz)
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2.2 Morfologie C. difficile
2.2.1 Zarazeni kmene C. difficile

,Clostridium difficile patfi mezi stfedné striktni klostridie* (BEDNAR et al.,
1994, s. 65). C. difficile je grampozitivni sporulujici anaerobni ty€inka. Tycinky
CD (Clostridium difficile) maji sklon k autolyze postihujici nejdfiv polarni
sporangium. Jadernou hmotu a cytoplasmu spér obklopuje nékolik oball, diky
nim jsou spory znacné rezistentni na vyschnuti, zafeni a dezinfekéni
prostiedky. (BEDNAR et al., 1994)

2.2.2 Mikroskopie

Na zéakladé mikroskopického preparatu barveného podle Grama

rozliSujeme dveé formy tycinek:

- grampozitivni Stihlé rovné tyCinky, obsahujici cylindrické spory, rozméry
bakterie jsou asi 0,6 x 4-6 um

- robustni ty€inky, obsahujici subterminalni, nékdy az terminalni spoéry, rozméry
bakterie jsou asi 1,2-1,6 x 6-16 pm (BEDNAR et al., 1994)
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Obrazek 1. Ty€inky C. difficile, Gramovo barveni, po 24 hodinové kultivaci (foto B. Petrzilkova)
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2.2.3 Biochemické vlastnosti C. difficile

C. difficile kvasi velkou Skélu sacharidd. Z bilkovin hydrolyzuje jen
Zelatinu. C. difficile roste na kultivacnich puadach v plochych okrouhlych
koloniich s nepravidelnymi okraji a nezpUlsobuji zménu agaru obsahujiciho krev
ani nepozorujeme zmeénu na Zloutkovém agaru. Na pudach obohacenych
vitaminem Ka heminem pod UV svétlem zelené fluoreskuji. Tvorba spor
C.difficile in vitro neni pfili§ ¢etna, zvySi se pfidanim Zloutku a Zlu€ovych soli.
(BEDNAR et al., 1994)

2.2.4 Toxiny C. difficile

Bakterie produkuje dva proteinové toxiny, toxin A a toxin B. Tyto toxiny
byly intenzivné studovany, nebot byly prvotné uznany jako hlavni faktory
virulence. Toxiny A i B patfi mezi nejvétsSi bakterialni toxiny a jsou hlavnimi
markery pro diagnostiku onemocnéni zpusobené C. difficile. Toxiny jsou

detekovany ve stolici pacienta. (http://cmr.asm.org)

Toxiny jsou inaktivovany v prostifedi kyselého i alkalického pH. Toxiny
jsou produkovany v klostridiové burice a do prostfedi se uvoliuji po jejim
rozpadu — autolyze. Toxiny nemaji aktivitu lecitindzovou, lipdzovou ani
proteazovou a nehemolyzuji. Jsou kapilarotoxické a ve stfevé plsobi na
membrany enterocytd. (ZAVADOVA, 1986)

Toxiny se produkuji béhem pozdni log faze a stacionarni faze rastu
bakterii. Hladiny imunoglobulinu G proti toxinu A odpovidaji ochrané pfed
onemocnénim po kolonizaci. Protilatkova odpovéd na toxin A je dostacujici na
ochranu pfed onemocnénim spojenym s C. difficile. Znaky pseudomembrandzni
kolitidy, v€etné hromadéni tekutiny, zanétu a poSkozeni bunék, mdzou byt
vyvolany toxinem A. Role toxinu B neni tak dobfe prozkoumana, ale studie
prokazaly, Ze toxin B nebyl schopen iniciovat choroby bez pfitomnosti toxinu A.
Toxin B mlze pfispét k nemoci, a spolu s toxinem A mazeme zjistit molekularni
mechanismy tohoto toxinu. (http://cmr.asm.org)
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2.24.1 Toxin A

Toxin A fadime mezi enterotoxiny, jeho molekulova hmotnost je 308 kDa
(kilodalton). Vyvolava vodnaté az mirné hemorrhagické prajmy. Za produkci
toxinu A zodpovida gen na chromozomu DNA (deoxyribonukleova kyselina).
(BEDNAR et al., 1994)

Toxin A zplUsobuje kumulaci vazké tekutiny krevniho puvodu ve stievé
hostitele a zpasobuje tim dysfunkci epitelovych bunék stfeva. Buriky nemohou
z duvodu pFitomnosti velkého mnoZstvi viskdzni tekutiny zabezpecit kontrolu
pohybu vody. Toxin A ni¢i struktury bunék na povrchu stfevni sliznice a odstrani
preventivni u¢inek polymorfonukleard, je toxicky pro vétSinu bunék imunitniho
systému. Je zodpovédny za zanétlivou reakci epitelovych bunék stfeva, ktera
signalizuje rozvijejici se pseudomembrandzni enterokolitidu.

(http://www.zuova.cz)

2.2.4.2 Toxin B

Toxin B fadime mezi nekrotizujici cytotoxiny, ktery mize byt az 1000x
poSkozeny jeji povrchové struktury toxinem A. K destrukci epitelovych stfevnich
bunék je tudiz nutna pfitomnost obou toxind. V dusledku ptsobeni obou toxinu
dochazi na stfevni sliznici ke vzniku typickych erozi a ulceraci.

(http://www.zuova.cz)

2.2.4.3 Binarni toxin

Dalsi toxin, ktery muze byt nékterymi toxigennimi kmeny C. difficile
produkovan je binarni toxin, ktery je tvofen dvéma geny cdtA a cdtB. Byl
popsan v roce 1988 a jeho role neni zatim UpIné objasnéna. Patogenita
binarniho toxinu nebyla dosud prokazana, ale predpoklada se, Zze zhorSuje

pribéh onemocnéni. Byly popsany kmeny produkujici pouze binarni toxin pfi
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soucasné absenci toxinu A a B. Jeho pfitomnosti se vyuzZiva pfi toxinotypizaci.
(http://www.solen.cz)

2.3 Novy hyperviruletni kmen

V letech 2002-2003 se poprvé novy hypervirulentni kmen objevil v USA,
v Pittsburghu. Kmen dostal oznaceni BI/NAP/027. Ribotypizaci byl kmen
oznacen jako riboyp 027, tento ribotyp byl poprvé izolovan ve Francii roku 1988.
Pomoci pulzni gelové elektroforézy byl oznacen NAP1 (North American
Pulsovar type 1) a metodou PCR-REA (PCR-restriction enzyme analysis) je
kmen NAP/027 jesté zafazen do skupiny BI, protoZe produkuje binarni toxin.
(http://kmil.trios.cz)

Ribotyp 027 je v Evropé jeden z necastéji vyskytujicich se ribotypd, jsou
vSak velké lokalni rozdily. Napf. v Polsku se nejvice vyskytuje ribotyp 017,
v Madarsku previada typ 014 a ve Velké Britanii se nyni rozSifuje typ 002.
(http://kmil.trios.cz)

2.4 Molekularni mechanismus toxigennich kmen G CD

Toxin A je kédovan genem tcdA, toxin B je kodovan genem tcdB.
V blizkosti téchto toxind je lokalizovan gen tcdR, ktery pozitivhé reguluje
produkci toxina. Pozitivni produkci vSak brzdi gen tcdC.

(http://www.vnitrnilekarstvi.cz)

Gen tcdC kdduje protein C a tento protein zajiStuje supresi gend pro
toxiny A i B. Kmen BI/NAP/027 obsahuje dele¢ni mutaci nukleotidu v pozici 117
na TcdC genu, suprese genul pro oba toxiny je poruSena a kmen produkuje

16krat vice toxinu A a 23krat vice toxinu B. (http://kmil.trios.cz)
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Zminéné geny, v&etné genu tcdE spolu sousedi na jednom chromozomu
a tvofi funkéni komplex zvany PalLoc — patogenity locus.

(http://www.vnitrnilekarstvi.cz)

2.5  Vyskyt C. difficile

C. difficile se pfirozené vyskytuje v pudé, vodnich tocich a ve stfevech
zvirat i lidi. Bakterii v sobé pfenaSeji az dvé tfetiny zdravych malych déti, aniz
by se u nich rozvinuly typické pfiznaky onemocnéni. U zdravych dospélych

osob je mira kolonizace mnohem nizsi. (http://www.medicina.bloguje.cz)

Existuje nékolik vysvétleni pro¢ se vyskyt onemocnéni zplisobené

C.difficile zvySuje:

- LepSi detekéni metody pfispély k vétSimu poctu hlaSenych pfipadd infekci
spojenych s C. difficile.

- Stéle CastéjSi uzivani antibiotik a chemoterapeutik zvySuje pravdépodobnost
ziskani onemocnéni spojenych s C. difficile.

- Frekvence onemocnéni se zvysila, nemocnice jsou kontaminované spérami
C.difficile, takZe infekce vnimavych pacientu je pravdépodobnéjsi.
(http://cmr.asm.org)

- Vyskyt novych hypervirulentnich kmenu C. difficile — napf. ribotypy 027, 078.

2.6 Onemocn éni a tézka CDAD

C. difficile je bakterialni kmen, ktery se bézné vyskytuje v normalni

stfevni fl6fe lidského organismu. RozSifeni bakterii a nasledna

vsve

Ty

brani pfertistani toxigennich kmenu C. difficile. Pfemnozené populace C.difficile
ziejmé nasledné produkuje vysoka kvanta toxinl, ktera podmiriuji poSkozeni
tlustého stfeva u vnimavého jedince. (http://www.medicinenet.com)
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2.6.1 Pseudomembrandzni kolitida

Ve vaznéjSich pfipadech, mohou toxiny destruovat vnitini vystelku
tlustého stifeva, a tkan tak odpadava. Tkan se poté smichava s bilymi krvinkami
(hnis) a dava vzhled bilych membranoznich pfistipek, pokryvajicich vystelku
tlustého stfeva. Tato tézka forma C. difficile se nazyva pseudomembrandzni

kolitida, protoze pristipky se objevi jako membrany. (http://cmr.asm.org)

Obrazek 2. Stfevo postizené pseudomembrandzni kolitidou (ZDROJ: http://www.solen.cz)

2.6.2. Vymezeni tézké CDAD

Vymezeni tézké nebo komplikované CDAD neni zcela jasné a systéemy
v tomto ur€eni nejsou vzdy jednotné. Existuji vyznamné faktory, které
charakterizuji téZkou CDAD. Mezi tyto faktory patfi:
Vék nad 60 let, horec¢ka nad 38,3C, hypoalbuminémie < 25 g/l
a leukocytéza > 15 000 mm?. Komplikovanou CDAD m(iZeme stanovit, pokud
jsou splnény minimalné dva z uvadénych bodu nebo v pfipadé, je-li prokazana
pseudomembrandzni kolitida. (NYC, 2010)
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2.7 Rizikové faktory CDAD

Jeden z rizikovych faktort pro vznik onemocnéni muze byt vySsi vék
pacientl — nad 65 let. Dale mezi hlavni rizikové faktory fadime imunodeficit,
nasogastrickou sondu a jiz zminénou antibiotickou |é¢bu. Zejména dlouhodobé
uzivani Sirokospektrych antibiotik pfispiva k vzniku a rozvoji infekce vyvolané

C.difficile. (http://www.solen.cz)

V posledni dobé se CDAD objevuje u pacientu, ktefi byli dfive
povazovani za méné rizikové, predevsim mohou byt postizeny mladé osoby,
déti v€etné kojencu a Zzeny po porodu. Onemocnéni se miZze vyvinout i bez
predchoziho podani antibiotika, pfispivajici okolnosti CDAD muZze byt napfiklad

cytostaticka terapie. (http://kmil.trios.cz)

2.8 Léc&ba CDAD

Mezi zakladni l|éCebné pfipravky s antibakteridlnim Ga¢inkem patfi
metronidazol a vankomycin. Kromé podani téchto kauzalnich Iékd je dulezité
zajistit dostateény prisun tekutin a minerald. (NYC, 2010)

U pradjmovych onemocnéni plati, Ze ,Inicialni terapie je vzdy shodna:
Uprava vodniho a mineralniho metabolismu. Pfi toxiinfekcich a leh&im prabé&hu
infekci, vzdy stadi peroralni rehydratace* (HAVLIK et al., 2002, s. 68). U
pacientl s antibiotickou lé&bou, je vhodné jeji okamzité ukon&eni. U téZkych
forem CDAD m(Ze byt pfinosem intravendzni aplikace imunoglobulind. (NYC,
2010)

2.8.1 Vankomycin

Vankomycin se pfi podani per os téméfr nevstfebava a ve stolici je ve
vysoké koncentraci, proto nejlepSi cestou je peroralni podani. Parenteralni
aplikace je pro dosazeni ucinnych hladin neefektivni. Doporu¢ovana bézna
davka je 125 mg po 6 hodinach. (NYC, 2010)
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2.8.2 Metronidazol

Metronidazol se pfi peroralnim podani rychle a kompletné absorbuje a
jeho antibakteridlné aktivni metabolity jsou zpétné vylou€eny do stolice v5 -
16%. Pfipravek podan intraven6zné dosahuje ve stolici podobnych koncentraci.
PFinosnym je stupen vylu€ovani metronidazolu do stfevniho lumen. Na pocatku
lecby u vodnaté stolice byly sledovany vyssi koncentrace (9 pug/g), ale po te, pfi
klinickém zlepseni u formované stolice se koncentrace snizily (1 pg/g). (NYC,
2010)

V |écbé CDAD se mulZze uplatnit uzivani probiotik. Probiotika jsou
,Zzdravé" mikroorganismy, které jsou peroralné podavany. Nékteré studie zjistily,
Ze probiotika mirné zkratila trvani prdjmu v souvislosti s antibiotiky. Nicméné
vSak studie, které mély konkrétné posoudit, zda probiotika mohou pfedchazet
nebo pomoci pfi CDAD, byly neprukazné. Vtomto disledku se probiotika
k 1éChé prdjmu souvisejici s C.difficile rutinné nedoporucuji.

(http://www.uptodate.com)

2.9 Rezistence C. difficile na antibiotika

Nové kmeny CD se obecné vyznacuji nizsi citlivosti na antibiotika.
(http://kmil.trios.cz)

2.9.1 Ribotyp 027, pro¢€ virulence vzrasta?

1. DalSi virulentni faktory; kromé pfFitomnosti toxinG A i B, je u ribotypu 027
Casto zjiSténa jeSté pfitomnost binarniho toxinu.

2. Neaktivni supresor gena pro tvorbu toxinu; delece a bodové mutace,
vedou Kk inaktivaci proteinu tcdC. Ztrata negativni regulaéni funkce vede

ke zvySené produkci toxinl a virulence.
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3. Selhani [é€by; u pacientu infikovanych ribotypem 027, je vice
pravdépodobné, Ze nebudou reagovat na Ié¢bu metronidazolem.

(http://www.cfz)

2.10 Detekce C. difficile

2.10.1 Stanoveni toxint C. difficile

Laboratorni diagnostika C. difficile se opird o stanoveni pfitomnosti
toxinl ve vySetfovaném vzorku. Jako rutinni metoda pro prukaz toxind se
pouziva ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Slouzi k prikazu
jednoho (A, B) ¢&i obou toxinG (A i B). Tyto testy jsou rychlé a snadné.
(MATEJKOVA, NYC, MELTER, 2010)

Prikaz glutamat dehydrogenazy

Imunoenzymaticky test je zaloZzen na detekci glutamat dehydrogenazy.
GDH (glutamat dehydrogenaza) je enzym charakteristicky pro vSechny kmeny
C. difficile. Prikaz tohoto enzymu slouzi jako citliva vyhledavaci metoda. U
GDH negativnich vzorkd je mozno s ur€itosti vyloudit, Ze se jedna o kmen
C.difficile. U GDH pozitivnich vzorku je tfeba sou€asné stanovit toxigenitu.
(MATEJKOVA, NYC, MELTER, 2010)

2.10.2 Kultivace C. difficile

Vzorky urCené ke kultivaci je vhodné vystavit alkoholovému nebo
tepelnému Soku. Alkoholovy nebo tepelny Sok zvySuje moznost Uspésné
kultivace.

Alkoholovy Sok: Vzorek je smichan ve stejném poméru s 95% lihem a
kratce vortexovan. Poté se necha zkumavka stat pfi pokojové teploté cca 40

minut. Tepelny Sok se v nasi laboratofi FN Motol nevyuZziva.

23



Kultivace C. difficile se provadi napfiklad na vysoce selektivni Brazierové

v,

z klinickych vzorkd. (www.oxoid.com)

Kyselina cholova podporuje kli€eni spér po inkubaci vzorku v alkoholu.
P-hydroxyfenyloctovd kyselina zlepSuje produkci p-cresolu, rozliSovaci
metabolit kmene C. difficile. Selektivity je dosaZzeno pfidanim cefoxitinu,
amphotericinu a neutralni ervené&. Zloutkova emulze se pfidava k rozliseni

kmena C. difficile od laktdéza pozitivnich klostridii. (www.oxoid.com)

Ke kultivaci je mozno pouzit také Schaedler agar. Schaedler agar s ov€i
krvi je vyzivné meédium, které se vyuziva pfi kultivaci anaerobnich bakterii, jako
jsou napf. laktobacily, streptokoky a klostridia. Schaedler, Dubos, a Costello
popsali slozeni zakladniho agaru. Dale byly popsany Upravy slozeni podle
Mata, Carrillo, a Villatoro. Upravy zahrnuji snizeni obsahu dextrézy k zabranéni
naruseni hemolytické reakce. SniZzeni obsahu kvasni¢ného extraktu omezuje
barevné zmény média. Upraveny byly také koncentrace chloridu sodného a
dusiku. (http://www.jsunitech.com)

Ke kultivaci C. difficile dale mize slouzit tekuta pada, tzv. VL (viande-
levure) agar. Kultivace vzdy probiha v anaerobnim prostfedi po dobu 24 — 72
hodin.

2.10.3 Biochemicka identifikace C. difficile

Kolonie C. difficile se identifikuji podle jejich morfologie a ovéfuji se

biochemicky pomoci testu — Anaerotest 23, Pliva — Lachema®.

2.10.4 Citlivost C. difficile na antibiotika

Stanoveni citlivosti C. difficile na antibiotika se provadi metodou E test.
Plastikovy prouzek, ktery je vkladan na povrch agaru inokulovaného
testovanym kmenem, ma stabilni antibioticky gradient. E test umoZznuje detekci
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rezistentnich kmenud C. difficile na antibiotika. Metoda je vhodna pro dosazeni
optimalnich vysledk( stanoveni citlivosti. Kromé& metody E test, se k stanoveni
citlivosti muze pouzit agarova diluéni metoda, ktera je s E testem srovnatelna,
ale pro rutinni laboratof je velmi naroéna. (CHMELAROVA, SKAPOVA, 2010)

2.10.5 Typizace toxind kmene C. difficile

Jedna se o genotypové metody, které umoznuji odliSit jednotlivé kmeny

jednoho bakterialniho druhu.

- PFimé genotypové metody — zahrnuji sekvenovani DNA a jeho modifikace.

- Nepfimé genotypové metody — sleduji polymorfni Useky urcitého znaku,
markeru. Jako marker se miZe pouZzit genova i negenova oblast nebo restrikéni

misto. Vysledkem je fingerprint odpovidajici danému kmenu. (STEPAN, 2004)

2.10.6 Ribotypizace

DNA organizmu je rozstfihana“ restrikénimi enzymy, jednotlivé
fragmenty se hybridizuji s rRNA probou. Vysledkem jsou unikatni restrikéni
profily, které odpovidaji jednotlivym organismim, respektive kmenim.

(http://www.molbio.upol.cz)

2.11 Prevence CDAD a infek €ni profylaxe

Spory vytvorené bakteriemi C. difficile jsou vysoce odolné vic&i zevnim
vlivdm a usnadnuji preZziti patogenu v okoli nemocnych osob. Pacienti, ktefi
jsou postizeni prijmem v souvislosti s CDAD vylu€uji ohromné mnozstvi spoér
patogenu se stolici. Spory se prenasi fekalné oralni cestou, a tak velice ¢astymi
zdroji infekce jsou pravé znecisténé ruce pacientl a personalu. Pro prevenci
epidemického Sifeni infekce zejména v nemocnicich a pecovatelskych
institucich je dulezité, aby byla dodrZzovana vSeobecna hygienicka pravidla.
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Také snizené uzivani Sirokospektrych antibiotik muze predejit nebezpedi
propuknuti infekce. Pokud je podezfeni na propuknuti infekce CDAD, méla by
byt zavedena nasledujici ochranna opatfeni: izolace infikovanych osob,
pouzivani ochrannych rukavic, dodrzovani hygieny rukou a povrchu, spravna
likvidace kontaminovaného odpadu a zamezeni stfidani zdravotnického

personalu riznych nemocni¢nich oddéleni. (http://www.zdn.cz)

Zakladnim pilifem infekéni profylaxe je dukladna dezinfekce zafizeni,
povrchl a rukou. Kusmrceni spér bakterie C. difficile je nutno pouZivat
sporicidni prostfedky. Pripravky, které maji sporicidni vlastnosti jsou na bazi
aldehydu, aktivniho kysliku a obsahuji sloueniny chloru. PFi spravném
davkovani a odpovidajici dobé pusobeni tyto latky dokazou usmrtit spory
C.difficile. K dezinfekci povrchll a pfistroju se pouzivaji zejména prostfedky na
bézi aktivniho kysliku a aldehydu. UZiti prostfedkd na bazi chloru je omezené

z duvodu jejich ohrani¢ené materialové snasenlivosti. (http://www.zdn.cz)
Dezinfekce rukou je nesmirné dulezité hygienické opatieni zajiStujici

profylaxi infekci. Sporicidni pfipravky nejsou pokozkou dobfe snaseny, proto se

k dezinfekci rukou pouZzivaji prostfedky na bazi alkoholu. (http://www.zdn.cz)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Stanoveni toxin G C. difficile ve vzorku stolice

3.1.1 Enzymoimunoanalytické testy

C. diff. Quick Chek Complete Techlab®

K prikazu pfitomnosti C. difficile a jeho toxin( ve stolici se rutinné
vyuZziva test na enzymoimunoanalytickém principu. C. diff. Quick Chek
Complete Techlab®. Test je laboratorné i asové nenaroény, vysledek je
dostupny do 30 minut. Soubézné prokazuje pfitomnost glutamat
dehydrogenazy (GDH), enzymu, ktery produkuji vSechny kmeny CD a
pFitomnost toxinu. (MATEJKOVA, NYC, MELTER, 2010)

Ve vysledku zjistime:
- zda je pfitomna pouze GDH, pak se jedna se o pfitomnost C. difficile
- zda je pozitivni GDH a toxin, pak se jedna o toxigenni kmen C. difficile

(MATEJKOVA, NYC, MELTER, 2010)

ELISA

Principem nekompetitivni imunoanalyzy je vychytavani antigenu ze

vzorku mezi dvé protilatky, které jsou v reakéni smési v pfebytku. Jako znacka

se zde vyuziva enzym, proto stanoveni nazyvame enzymoimunoanalyza.

Méfeni velikosti signalu zavisi na produktu konecné enzymové reakce.

NejcastéjSi produkty konecné enzymoveé reakce jsou barevné produkty, nékdy

se pouziva i méfeni fluorescence. Pevny nosi¢, ktery se v enzymoimunoanalyze

nejCastéji pouziva je mikrotitracni desti¢ka, pak se jednd o stanoveni zvané

ELISA. (STERN et al., 2007)
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Na prikaz CD ve vzorku muZe byt vyuzita metoda ELISA. Protilatka je
navazana na pevnou fazi (napf. sténa zkumavky). Poté se pfida antigen, ktery
interaguje s navazanymi protilatkami, nenavazany antigen se promyje.
Nasledné pfidame druhou enzymem znacenou protilatku a po jejim navazani

stanovujeme aktivitu enzymu.

Mezi nejCastéjSi enzymy, které se ke znaceni pouZzivaji, patfi: alkalicka
fosfataza, peroxidaza, gluk6zo-oxidaza a B-galaktosidaza.

(www.biomikro.vscht.cz)

Pokud je vysSetfeni toxinu metodou ELISA negativni, je dobré provést
PCR detekci genu pro toxin. Velké mnozstvi kmenu, které byly metodou ELISA
uréené jako toxin negativni, poté metodou PCR byly ureny jako toxin pozitivni.
(DZUPOVA, 2008)

3.1.2 RT-PCR

K detekci toxigennich kmenua CD se muZe vyuZit i jedna z modifikaci
metod PCR a to RT-PCR neboli PCR v realném case.

Pro provedeni RT-PCR musime zajistit zpUsob, aby byl produkt
detekovan v okamziku jeho vniku, a ne az po probéhnuti reakce a nasledné
vizualizaci v gelu. ZpUsob, kterym detekci provedeme, je pfidani barviva do
PCR smési, které fluoreskuje po navazani na dvoufetézcovou DNA. (SMARDA
at al, 2008)

Systém GeneXpert PCR, Cepheid® na principu RT-PCR detekuje geny
pro produkci toxinu B, geny binarniho toxinu a geny pro ribotyp 027. Tento
systém detekuje deleci nukleotidu 117 v genu, ktery reguluje produkci toxind.
PIné integrovany a vysoce specificky systém je ¢asové nenarocny a muze byt
zafazen mezi POCT (Point of care testing) vySetfeni, vySetfeni v misté péce
pacienta. Vysledek informuje o pfitomnosti CD s produkci toxinu. V pfipadé
pozitivity toxigenniho kmene je koneéna informace specifikovana, zda se jedna
o ribotyp 027. (MATEJKOVA, NYC, MELTER, 2010)
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Z davodu finanéni naro¢nosti se stanoveni vzorkl systémem GeneXpert

PCR, Cepheid® rutinné neprovadi.

3.2 Provedeni test G pfitomnosti toxin G C. difficile
3.2.1 Test C. diff. Quick Chek Complete Techlab®

Nejprve jsem vzorky fadné oznacila a homogenizovala, k 25 pl vzorku
stolice jsem pfidala 750 pl diluentu. Do kazdé zkumavky jsem pfidala kapku
konjugatu a protfepala na vortexové tfepacce. Poté jsem pipetou prenesla 500
pl vzorku do jamky s ozna¢enim Tox na desti¢ce. Po 15 minutové inkubaci jsem
do velké odeditaci jamky na desti¢ce napipetovala 300 ul cash bufferu. Do
stejné jamky jsem prikapla 2 kapky substratu a nechala jsem 10 minut
inkubovat. Pak jsem odecetla vysledky.

Obrazek 3. Test C. diff. Quick Chek Complete Techlab®, vlevo — test negativni, nejedna se o
toxigenni kmen C. difficile, vpravo — test pozitivni, je pfitomen antigen i toxin, kmen C. difficile je

toxigenni (foto B. Petrzilkova)
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Obrazek 4. C. diff. Quick Chek Complete Techlab®, antigen pozitivni test (foto B. Petrzilkova)

3.2.2 Test ELISA

Pfed provedenim testu jsem uvedla mikrotitracni destiCku na teplotu 20 —
25 TC. Nartedila jsem si promyvaci pufr destilovanou vodou v poméru 1:10 a
vzorek jsem naredila diluentem v poméru 1:11. Napipetovala jsem 100 pl
pozitivni kontroly — Control + a negativni kontroly — Diluent. Nechala jsem
inkubovat 60 minut pfi teploté 20 — 25 C. Poté jsem p étkrat proplachla 300 pl
promyvacim pufrem a naplnila jsem jamky 50 pl konjugatu, nasledovala
inkubace 30 minut, pfi teploté 20 — 25 C. Op ét jsem pétkrat proplachla 300 ul
promyvacim pufrem, pfidala jsem 2 kapky substratu a nechala jsem inkubovat
15 minut, teplota 20 — 25 C, ve tm é. Kapla jsem 1 kapku stop €inidla a
fotometricky jsem vyhodnocovala pfi vinové délce 450 nm.

3.3 Kultivace

Vzorky stolice jsem vystavila alkoholovému Soku. K 1 ml 95% lihu jsem
pfidala pfiblizné stejné mnozstvi stolice, promichala a vortexovala na tfepacce.
Poté jsem nechala vzorky 40 minut inkubovat pfi pokojové teploté. Pak jsem
vzniklou suspenzi naockovala mikrobiologickou klickou na Brazierovu a
Schaedlerovu pudu a nechala jsem vzorky kultivovat v anaerobnim prostredi
anaerostatu po dobu 48 hodin. V bé&zné rutinni praxi se pouziva pouze

Brazierova puda.
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Slozka Jednotky [g/l]
Peptonovy mix 23
Chlorid sodny 5

Rozpustny Skrob 1
Zazivaci soda 0,4
Glukoza 1
Sodny pyruvat 1
Cystein HCI 0,5
Hemin 0,01
Vitamin K 0,001
L-arginin 1
Rozpustny pyrofosfat 0,25
Medrol 0,5
Kyselina cholova 1
p-Hydroxyfenyloctova kys. 1
Cefoxitin 0,008
D-Cykloserin 0,25
Amfotericin 0,008
Neutralni erven 0,03
Agar 12
Vajecny Zloutek 40 [ml]
10 [ml]

Defibrinovana koniska krev

Tabulka 1. Slozeni Brazierovy pudy (ZDROJ: http://www.oxoid.cz)

Slozka Jednotky [mg/l]
Tryptofanovy
sojovy bujén 10
Pepton 5
Kvasinkovy
extrakt 5
Glukoza 5
Cystein HCI 0,4
Hemin 0,01
Tris pufr 0,75
Agar 13,5
pH=7,6%+0,2,t=25<T
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3.4 ldentifikace

Identifikaci C. difficile jsem provedla po 48 hodinové kultivaci na

Brazierové pudé.

Obrazek 5. Kolonie C. difficile po 48 Obrazek 6. Detall kolonii C. difficile po 48
hodinové kultivaci na Brazierové pudé (foto hodinové kultivaci na Brazierové ptdé (foto
B. Petrzilkova) B. Petrzilkova)

3.4.1 Vzhled kolonii na Brazierové pudé

Kolonie jsou neprahledné, Sedé zbarvené, kruhového tvaru s tendenci
prodluZzovat se ve sméru Sifeni. Kolonie jsou lesklé, maji nepravidelné okraje a
vzhledem pfipominaji brousené sklo. Inkubace, ktera je delSi nez 48 hodin,
muzZe mit za nasledek svétle Sedé az bilé zbarveni stfedu kolonie. Velikost
kolonii je cca 5 mm. Lecitindzova reakce je negativni. Je pfitomen fenolicky
zapach, jelikoZ se tvofi p-cresol. Zapach pfipomina pach koriské staje. Kolonie
zeleno-zluté fluoreskuji pod UV svétlem.
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Identifikace C. difficile - SchaedlerQv agar

Obréazek 7. Kolonie C. difficile po 48 Obrazek 8. Detail kolonie C. difficile po 48
hodinove kultivaci na Schaedler agaru (foto hodinové kultivaci na Schaedler agaru (foto
B. Petrzilkovd) B. Petrzilkova)

3.4.2 Vzhled kolonii na Schaedler agaru

Kolonie jsou lesklé ploché s nepravidelnymi okraji, maji biloSedou barvu
s vyrazngjSimi bilymi stfedy. Velikost kolonii je cca 0,5 cm. Je pfitomen typicky

nasladly zapach.

3.5  Stanoveni biochemickych vlastnosti

Po 72 hodinach kultivace v anaerostatu jsem kolonie narostlé na
Schaedler agaru identifikovala pomoci testu Anaerotest 23, Pliva - Lachema®.
Pomoci vatového tamponu jsem odebrala narostlé kolonie z pevné pudy,
tampon jsem viozZila do suspenzniho média pro Anaerotest a vytvofila jsem
pozadovany zakal. 150 ul suspenze jsem napipetovala do kazdé jamky. Do
jamky pro indol (poli¢ko H1) jsem pfidala 1 kapku parafinového oleje. Poté jsem
desti¢ku vlozZila do anaerostatu a nechala jsem kultivovat 48 hodin. Po kultivaci
jsem pfidala 2 kapky €inidla pro indol (policko H1) a 1 kapku ¢inidla pro nitraty
(policko H2). Odecetla jsem vysledky Anaerotestu podle identifikaéni tabulky
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a zapsala do Stitku. Podle zjisténych pozitivnich a negativnich vlastnosti jsem

sestavila Ciselny kéd a porovnala jeho hodnotu s dekédovaci knihou.

Vysvétlivky zkratek Anaerotestu 23, Pliva - Lachema®. (viz. Obrazek 10.) :

1. Fadek 2. fadek
IND — produkce indolu z tryptofanu NIT — redukce nitratd
GLU — fermentace glukézy SUC - fermentace sacharézy
MLT - fermentace maltézy SAL — fermentace salicinu
FRU — fermentace fruktozy TRE — fermentace trehaldzy
GAL - fermentace galaktozy MAN - fermentace manitou
LAC — fermentace laktozy RHA — fermentace rhamnézy
MLZ — fermentace melezitozy NAG - produkce N-acetyl-B—glukosamidazy
URE - rozklad ureazy bGL — pfitomnost B-glukosidazy

3. Fadek
ESL — hydrolyza eskulinu
MNS — fermentace mannozy
RAF — fermentace raffindzy
CEL — fermentace cellobiézy
XYL - fermentace xylozy
ARA — fermentace arabin6zy

SOR - fermentace sorbitolu
NOC - kontrola rastu

Obrazek 9. Anaerotest 23, Pliva - Obrazek 10. Vyplnény Stitek Anaerotestu

Lachema® (foto B. Petrzilkova) 23, Pliva - Lachema® (foto B. Petrzilkovd)
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3.6  Stanoveni citlivosti na antibiotika

Citlivost kmene C. difficile na antibiotika jsem stanovila pomoci E testu.
Standardné se pro stanoveni citlivosti anaerobnich bakterii k antibiotik(im
pouziva Wilkins Chalgren agar. Kolonie C. difficile narostlé na kultivaéni padé
jsem odebrala mikrobiologickou kli¢kou a suspendovala ve fyziologickém
roztoku (zékal 0,5 McFarland). Suspenzi jsem prelila Wilkins Chalgren agar,
slila pfebytek a nechala kratce zaschnout. Pak jsem do naockovaného inokula
poloZila plastikovy prouzek s vankomycinem a metronidazolem. VloZila jsem do
anaerostatu a nechala kultivovat 48 hodin v anaerobnim prostiedi. Po kultivaci

jsem odecetla hodnotu MIC (minimalni inhibiéni koncentrace).

Hrani¢ni hodnoty MIC pro vankomycin i metronidazol jsou 4 mg/l.
Hodnoty MIC kmene, ktery je oznaCovan jako citlivy kmen na dana antibiotika,
jsou mensi nebo rovné 4 mg/l. Hodnoty MIC, které jsou vétSi jak 4 mg/l oznacuji

kmen rezistentni k danym antibiotikim. (ASPEVALL, 2006)
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Obréazek 11. Citlivost na vankomycin, E test Obrazek 12. Citlivost na metronidazol, E
po 48 hodinové kultivaci (foto B. test po 48 hodinové kultivaci (foto B.

Petrzilkova) Petrzilkova)
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3.7  Toxinotypizace a ribotypizace

V soucasné dobé se k prukazu CD ve vzorku stale Castéji vyuzivaji

molekularné-biologické metody.

PCR — polymerazova fetézova reakce

Metoda PCR byla objevena v poloviné 80. let 20. stoleti a dnes jiz patfi
mezi nejznaméjSi a nejvyuzivanéjsi molekularné-biologické metody. PCR slouzi
k amplifikaci neboli zmnoZeni specifickych fragmentd DNA pomoci tfi na sebe
navazujicich procesu — denaturace, hybridizace a replikace. Pfed nastupem
této metody se specificky fragment DNA amplifikoval o0 mnoho slozitéji, az po
vloZeni fragmentu do bakterie &i kvasinky, kterd ho musela pfijmout. Metoda
PCR vyrazné zkracuje dobu zmnoZeni Useku, sniZzuje technickou naronost

procesu a zvySuje vytézek metody. (KOCAREK, 2007)

Pro amplifikaci specifické c&asti DNA se vyuZivaji kratké Useky
komplementarni k obéma koncovym oblastem &asti DNA. Tyto Useky obsahuji
20-25 nukleotidl a nazyvaji se primery. Dalsi duleZité slozky k provedeni PCR
je dostatek deoxyribonukleotidtrifosfati a enzym DNA-polymeraza. Nezbytny je
pristroj, v né8mz cela reakce probiha — cykler, resp. termocykler. (KOCAREK,
2007)

Cyklus PCR je slozen ze ffi, jiz zminénych, kroku:

- Denaturace DNA — dosahneme ji plisobenim zvySené teploty (92-96C).

- Hybridizace (neboli annealing) primerd — navazani primeru na urcité sekvence
DNA. Mista, kde se primery navazou, vymezi oblast DNA, ktera se bude nadale
amplifikovat. Teplota 40-65 <.

- Prodluzovani (neboli elongace) nukleotidovych Ffetézcd pomoci DNA-
polymerazy. Na primery, které jsou navazané na 3"-OH-koncich DNA, nasedne
DNA-polymeraza. Pfipojuje k primerdm nové nukleotidy, fetézec se prodluzuje
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a vytvari se novy fragment DNA, ktery chceme ziskat. Teplota 70 - 74 <.
(KOCAREK, 2007)

Popsané kroky shrnuji pouze jeden cyklus PCR. Abychom ziskali
dostateCné mnozstvi amplifikovanych fragmentl, musime provést asi 15-40
cyklt za sebou. (KOCAREK, 2007)

denaturace templatové DA (teplota 94°C)
TOORIBEQLHDE
AT T

Obrazek 13. Polymerazova fetézova reakce (ZDROJ: http://www.agris.cz)
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3.7.1 lzolace DNA

Z biologického materialu pacientl jsem vyizolovala DNA. Pro naslednou

toxinotypizaci jsem provedla izolaci DNA timto zpisobem:

Nejprve jsem si pfipravila suspenzi CHELEX-100: 0,25 g CHELEX-100 jsem
promichala v 5 ml vody a vortexovala na tfepa¢ce. Roztfepanou suspenzi jsem

rozdélila po 0,2 ml do kazdé Eppendorfové zkumavky.

Mikrobiologickou klickou jsem z narostlé 48 hodin staré kultury odebrala
jednu kolonii C. difficile, suspendovala jsem v chelexu a opét jsem nechala
vortexovat. Nasledné jsem inkubovala v termostatu 12 minut pfi 98 C, poté
jsem prenesla 70 pl supernatantu do nové zkumavky. Vzorky byly uchovavany

v mrazicim boxu.

3.7.2 Toxinotypizace

Pro toxinotypizaci jsem pfipravila vzorky izolované DNA. Pro pfipravu

jednoho vzorku produktu PCR jsem pouzila:

12,5 pl Tag-Purple DNA Polymerazy PCR Master Mix
9,5 ul PCR vody

0,75 ul primeru o koncentraci 10 pmol

1,5 ul DNA

Pro amplifikaci Useku A3 jsem pouzila primer oznateny A3C o
nukleotidové sekvenci 5-TATTGATAGCACCTGATTTATATACAAG3" a druhy
primer oznaceny A4N o] nukleotidové sekvenci 5'-
TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC-3'.

Pro amplifikaci Useku B1 byly pouzity primery oznatené B1C a B2N.
Nukleotidova sekvence primeru B1C je 5-
AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGAAA-3" a sekvence nukleotidd primeru
B2N je 5'-CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAGS".
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PFipravené vzorky jsem vloZila do cykleru a spustila jsem PCR reakci. Program
pro PCR byl sloZen z nésledujicich kroku:

Pocatecni denaturace 94 T 4 minuty

35 cyklu zahrnujicich -denaturace 94 T 45 sekund
-pfipojeni primerd 55 T 45 sekund
-syntéza 72 T 3 minuty

Konec&na syntéza (Final extension) 72 T 5 minut

Obrazek 14. Prabéh toxinotypizace na displeji termocykleru (foto B. Petrzilkova)

Po probéhnuti PCR reakce jsem elektroforézou zjiStovala pocet fragmentu

pozadované délky.

ELEKTROFOREZA

Principem metody je oddéleni rizné dlouhych Usek DNA pomoci tzv.
molekularniho sita. Umisténim do elektrického pole uvedeme molekuly do
pohybu. Smér molekul DNA je dan pfitomnosti aniontovych fosfatovych skupin,
proto maji DNA molekuly negativni nadboj a pohybuji se smérem ke kladné
nabité elektrodé — anodé. (KOCAREK, 2007)

Amplifikované Useky se obarvi fluorescenénim barvivem, nejCastéji
etidiumbromidem, ktery se interkaluje mezi nukleotidy DNA. Amplifikované
useky jsou rozdéleny na zakladé jejich molekulové hmotnosti a velikosti naboje.
(RUMLOVA, 2003)
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Obrazek 15. Postup elektroforézy v agarézovém gelu (ZDROJ: http://upload.wikimedia.org)

Vytvofila jsem 1% agar6zovy gel, do jehoz jamek jsem mikropipetou
aplikovala vzorky. Elektroforéza probihala asi 20 minut pfi napéti 100 V. Pro
vizualizaci prouzkd byl gel barven 10 minut v roztoku etidiumbromidu a poté
odbarvovan 10 minut ve vodé. Po ukonc¢eni separace byl vysledek vyhodnocen
v prochazejicim UV svétle na transluminatoru. Jestlize vznikl jen jeden fragment

0 pozadované délce, dale jsem fragment Stépila.

Na Stépeni fragmentu A3 byl pouzit restrikéni enzym EcoRI. Celkova smeés,

kterou jsem vytvorila ke Stépeni fragmentu, méla slozeni:

24 ul PCR vody
2 ul restrikéniho enzymu EcoRI (aktivita 10 U/ul)
4 ul pufru EcoRI
10 pl amplikénu (amplifikovaného PCR produktu)

Stépeni fragmentu A3 probihalo ve vodni lazni po dobu 3 hodin pfi
teploté 37 C. Fragmenty, které Stépenim vznikly, jsem dale elektroforeticky
vizualizovala. Elektroforéza probihala v 1% agar6zovém gelu, do jehoZz jamek
jsem mikropipetou aplikovala vzorky. Reakce probihala asi 20 minut pfi napéti
100 V. Pro vizualizaci prouzka byl gel barven 10 minut v roztoku
etidiumbromidu a poté odbarvovan 10 minut ve vodé. Po ukonceni separace byl

vysledek vyhodnocen v prochazejicim UV svétle na transluminatoru.
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Obréazek 16. NeStépeny vzor pro A3-PCR Obrazek 17. Stépny vzor pro A3-PCR
fragment fragment po restrikci enzymem EcoRl
M — marker 1-14 — oznaceni neStépenych M — marker 1-14 — oznaceni Stépnych
vzord (ZDROJ: www.mf.uni-mb.si) vzoru (ZDROJ: www.mf.uni-mb.si)

Na Stépeni fragmentu B1 jsem pouzila restrikéni enzym Hincll. Celkova

smés, kterou jsem vytvofila k Stépeni fragmentu, méla slozeni:

24 ul PCR vody

2 ul Hincll (aktivita 10 U/ul)

4 ul Tango pufru

10 amplikdnu (amplifikovaného PCR produktu)

St&peni fragmentu B1 probihalo ve vodni lazni 12 hodin pfi teploté 37 <.
Vzniklé fragmenty jsem opét elektroforeticky vizualizovala. Elektroforéza
probihala v 1% agar6zovém gelu, do jehoZ jamek jsem mikropipetou aplikovala
vzorky. Elektroforeticka reakce probihala asi 20 minut pfi napéti 100 V. Pro
vizualizaci prouzkd byl gel barven 10 minut v roztoku etidiumbromidu a poté
odbarvovan 10 minut ve vodé. Po ukonceni separace byl vysledek vyhodnocen

v prochazejicim UV svétle na transluminatoru.
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Po probéhnuti vSech reakci jsem ziskala fragmenty, které byly vytvoreny
restrikEnimi enzymy. Profily restrikénich fragmentd jsem porovnavala s profily
referenénich kmena (standard(l). Na zakladé shodnosti jsem kmeny zaradila

k jednotlivym toxinotypum.
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Obréazek 18. St&pné vzory pro B1-PCR fragment

M — marker H — B1-PCR fragment Stépeny restriktazou Hincll
1-7 — typ restrikce A — A3-Pcr fragment Stépeny restriktazou Acc

(ZDROJ: www.mf.uni-mb.si)

3.7.3 Detekce binarniho toxinu

U vSech vzorkll jsem detekovala pfitomnost binarniho toxinu. Na
pfipravu jednoho vzorku produktu PCR jsem pouzila:

12,5 pl Tag-Purple DNA Polymerazy PCR Master Mix
10,5 pl PCR vody

0,5 ul primeru o koncentraci 10 pmol

1 yl DNA

Na amplifikaci fragmentu jsem pouzila primer oznaceny cdtBrev o
nukleotidové sekvenci 5-AACGGATCTCTTGCTTCAGTC-3" a druhy primer
pouzity pro amplifikaci oznaceny cdtBpos o jeho nukleotidové sekvenci

5 -CTTAATGCAAGTAAATACTGAGS'.
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Vzorky jsem vlozila do cykleru a spustila jsem PCR reakci. Program pro

PCR byl sloZen z nasledujicich kroku:

Pocatecni denaturace 94 T 3 minuty

35 cykld zahrnujicich -denaturace 94 € 15 sekund
-pfipojeni primera 55 € 30 sekund
-syntéza 72 T 1 minuta

Konecnéa syntéza (Final extension) 72 T 7 minut

Po PCR reakci jsem opét elektroforeticky ovéfovala vznik produktu.
Elektroforéza probéhla v 1% agar6zovém gelu, do jehoZz jamek jsem
mikropipetou aplikovala vzorky. Elektroforeticka reakce probihala asi 20 minut
pfi napéti 100 V. Pro vizualizaci prouzkd byl gel barven 10 minut v roztoku
etidiumbromidu a poté odbarvovan 10 minut ve vodé. Po ukonceni separace byl
vysledek vyhodnocen v prochazejicim UV svétle na transluminatoru.

Délka vzniklého fragmentu byla 510 bp (parQ bazi).

3.7.4 Ribotypizace

Na pfipravu jednoho vzorku uréeného k ribotypizaci jsem pouzila:

12,5 ul Tag-Purple polymerazy PCR Master Mix
12,1 pl PCR vody

0,125 pl primeru o koncentraci 100 pmol

5 pl DNA

Na amplifikaci fragmentu jsem pouzila primer oznaceny bidet-16S o
nukleotidové sekvenci 5-GTGCGGCTGGATCACCTCCT-3" a druhy primer
pouzity pro amplifikaci oznaceny bidet-23S o jeho nukleotidové sekvenci
5-CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC-3".
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Vzorky jsem vlozila do cykleru a spustila jsem PCR reakci. Program pro PCR
byl sloZen z nésledujicich kroku:

Pocatecni denaturace 94 T 5 minut

35 cykld zahrnujicich -denaturace 94 € 1 minuta
-pfipojeni primera 60 T 30 sekund
-syntéza 72 T 1 minuta

Konec€néa syntéza (Final extension) 72 T 10 minut

Po PCR reakci jsem opét elektroforeticky ovéfovala vznik produktu.
Elektroforéza probihala v 1,5% agarézovém gelu, do jehoZz jamek jsem
mikropipetou aplikovala vzorky. Elektroforéza byla spusténa 3 hodiny pfi napéti
170 V. Pro vizualizaci prouzka byl gel barven 30 minut v roztoku
etidiumbromidu a poté odbarvovan 30 - 60 minut ve vodé. Po ukonéeni
separace byl vysledek vyhodnocen v prochazejicim UV svétle na
transluminatoru.

Podle prouzkl, které vznikly Stépenim a naslednou elektroforézou, jsem

vyhodnocovala pfibuznost kment C. difficile.
3.7.5 RT-PCR Systém GeneXpert PCR, Cepheid®
Provedeni testu:
Kazdy vzorek stolice jsem vortexovala sreakénim roztokem po dobu 10
sekund. Pak jsem vzorek prepipetovala do jamky zasobniku, ozna¢ené ,S* —

sample. Do jamek zasobniku oznaené 1 a 2 jsem napipetovala pfislusné

reagencie od vyrobce a spustila jsem program.
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Obr. 19. Zasobnik systému GeneXpert PCR, Cepheid® (foto B. Petrzilkova)

3.8  Pulzni gelova elektroforéza (PFGE)

Vysoce citlivh metoda vyuZivana k separaci vysokomolekularni DNA.
PFGE umoziiuje analyzovat dlouhé Uuseky DNA o délce 50 — 5000 kb (kilobaze).
Metoda vyuziva k separaci dlouhych Usekl DNA elektroforézu se dvéma
elektrickymi poli, které jsou kolmo na sebe orientované. Navzajem se elektricka
pole periodicky zapinaji a vypinaji, to indukuje reorientaci kazdé molekuly DNA
v gelu. Rychlost reorientace molekuly ve sméru nového pole zalezi na velikosti
molekuly. Plati, Zze &im je delSi molekula DNA (kb), tim je pomalejSi jeji
reorinteace. Rozhodujicim parametrem pro separaci molekul DNA v PFGE je
¢as potifebny pro orientaci molekuly ve sméru nového pole. Pohyb molekul DNA
v gelu je ,cik-cak” a pfipomin& klikatou ¢aru. AvSak velikost elektrickych poli a
Casy jejich sepnuti jsou shodné, vysledna draha DNA fragment( je pFima.

(http://home.ueb.cas.cz)

PFGE udava vzajemnou polohu genta a poskytuje informace o poloze
repetitivnich sekvenci v Usecich, které jsou bud velké pro detailni sekvenovani
nebo pfilis malé pro analyzu pomoci hybridizace in  situ.

(http://home.ueb.cas.cz)
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4 VYSLEDKY PRACE

Ve své praci jsem béhem sledovaného obdobi (listopad 2010 - duben
2011) zpracovala 32 vzorkl. VSechny vzorky pochazely od pacientd FN Motol.
Ustav Iékafské mikrobiologie si ke v3em pacientdim, u kterych je pozitivni
prikaz toxin CD nebo pozitivni kultivace zaznamenava téz diagnozy
a oddéleni, ze kterého jednotlivé vzorky pochazeji. Tyto udaje jsem do své

prace nezaradila.
4.1  Fenotypova charakteristika
PFitomnost toxin G

V testu C. diff. Quick Chek Complete Techlab® jsem testovala 32 vzorkd
stolice, z nichz 17 bylo pozitivnich — toxigennich. U 12 vzork( nebyla prokazana
pfitomnost ani antigenu ani toxinu a 3 vzorky mély pozitivni antigen a negativni

toxin.

V testu ELISA jsem testovala 32 vzorkd, z nichZ bylo 19 pozitivnich.

Vyhodnoceni:

1)Vypocet mezni hodnoty

Cut off = extinkéni hodnota negativni kontroly + 0,15
Cut off = negat. kontrola 0,025 (Obrazek 20. pozice C1) + 0,15 =0,175
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2)Vysledek testu

Obréazek 20. Vysledek testu metodou ELISA (foto B. Petrzilkova)

Pozitivni vzorky — jejich extinkéni hodnota prekro¢i o vice nez 10%
vypocitanou mezni hodnotu.
Extink&ni hodnota 0,175 + vypocitand mezni hodnota 0,0175 = 0,1925
Vzorky s extinkéni hodnotou nad 0,1925 jsou pozitivni, jsou to vzorky na
pozicich H1, A2, E2, F2 (viz. Obrazek 20.).

Vzorky s mezni hodnotou — jejich extinkéni hodnota se nachazi v oblasti
10 % nad a pod mezni hodnotou, test se ma opakovat.

Negativni vzorky — jejich extinkéni hodnota se nachazi vice nez o 10%
pod vypocitanou mezni hodnotou.
Extink&ni hodnota 0,175 - vypocitana mezni hodnota 0,0175 = 0,1575
Vzorky s extinkéni hodnotou pod 0,1575 jsou negativni, jsou to vzorky na
pozicich D1, E1, F1, G1, B2, C2 a D2 (viz. Obrazek 20.).
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Typ testu Pocet vzorku
ELISA 19
C. diff. Quick Chek Complete Ag +/Tox + 17
Techlab® Ag +/ Tox - 3

Tabulka 3. Srovnani testl na pfitomnost toxin( a pozitivnich vzorkd

Kultivace

Pro kultivaci jsem méla k dispozici 20 vzorku stolice pacientd FN Motol:
vSechny vzorky s pozitivnim prukazem toxinu metodou ELISA a vSechny vzorky
s pozitivnim prukazem toxinu nebo jenom antigenu testem C. diff. Quick Chek
Complete Techlab®. Kultivace probihala na Brazierové pudé a Schaedlerové

agaru. VSechny vzorky jsem vykultivovala.

U kmenu, které mély pozitivni pouze antigen (a soucasné byla ELISA
pozitivn{) jsem zopakovala C. diff. Quick Chek Complete Techlab® z narostlych
kultur. Prakaz toxinu byl opét negativni.

Biochemicka identifikace

Biochemické vlastnosti jsem zjistovala testem Anaerotest 23, Pliva —

Lachema®. U v8ech vzorku se potvrdila pfitomnost kmene C. difficile.
Citlivost na antibiotika

Hodnotila jsem citlivost kmenua C. difficile na pfitomnost vankomycinu a
metronidazolu. Celkem jsem meéla k dispozici 20 kmenu. Na vankomycin i

metronidazol byly vS8echny kmeny citlivé, ani jeden z testovanych kmend nebyl

na antibiotika rezistentni.
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Citlivé Rezistentni
Metronidazol | 20 0
Vankomycin | 20 0

Tabulka 4. Citlivost C. difficile na ATB

4.2  Genotypova charakteristika

Toxinotypizace

Pro toxinotypizaci jsem méla k dispozici 17 vzorki DNA pacientd FN
Motol. Do toxinotypu VIII se zafadily 4 kmeny. Do toxinotypu XlI se zafadily 3
kmeny. Do toxinotypu X se zaradily 3 kmeny. Do toxinotypu Il se zaradily 2
kmeny. Do toxinotypu | se zaradily 2 kmeny. Do toxinotypu XII, XllI, XIV se

zaradil 1 kmen.

Toxinotyp | Typ restrikce | Typ restrikce Produkce Ribotyp
A3 Bl toxind
I 4 1 A+B+CDT- |003,012,102

[l 3 1 A+B+CDT- 103

VIII 7 S A-B+CDT- 017,047
X NEG 5 A-B+CDT+ 036
Xl 5 NEG A-B-CDT+ 033
Xl 1 6 A+B+CDT- 056
XMl 9 1 A+B+CDT- 070
XIV 2 7 A+B+CDT+ 111

Tabulka 5. Zafazeni kment k odpovidajicim toxinotypuim, ribotym a typu restrikce (ZDROJ:

www.mf.uni-mb.si)

Detekce binarniho toxinu

Pro detekci genl binarniho toxinu jsem méla k dispozici 17 vzorku

pacientll FN Motol. U 7 kmenu byl binarni toxin detekovan a u 10 kmenu nebyl

binarni toxin potvrzen.
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Ribotypizace

Pro ribotypizaci jsem méla k dispozici 17 vzork( pacientd FN Motol,
z nichZz 2 kmeny spadaly pod ribotyp 47. 3 kmeny patfily do ribotypu 33. DalSi 3
kmeny spadaly do ribotypu 36. 2 kmeny patfily do ribotypu 103. 2 kmeny patfily
do ribotypu 017 a do ribotypu 56, 111, 102, 70, 004 spadal vzdy jeden kmen.

Cislo Typ restrikce | Typ restrikce Binarni
kmene A3 Bl Toxinotyp toxin Ribotyp
1 7 5 VIII - 047
2 5 - Xl + 033
3 5 - XI + 033
4 7 5 VIII - 047
5 - 5 X + 036
6 3 1 1 - 103
7 3 1 1 - 103
8 1 6 Xl - 056
9 2 7 XV - 111
10 4 1 I - 102
11 9 1 Xl - 070
12 - 5 X + 036
13 - 5 X + 036
14 5 - Xl + 033
15 4 1 I - 004
16 7 5 VIII - 017
17 7 5 VIII - 017

Tabulka 6. Vysledna tabulka typizace kmene C. difficile

Real time PCR - Systém GeneXpert PCR, Cepheid ©

Timto systémem jsem ovéfovala 1 kmen. VySetfeni bylo provedeno u
vysoce rizikového pacienta k vylou€eni nebo potvrzeni infekce CD eventuelné
ribotypu 027. U tohoto pacienta byla prokazana pfitomnost toxigenniho kmene,

nikoliv ribotypu 027.
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5 DISKUZE

Béhem mého obdobi (listopad 2010 - duben 2011) jsem testovala a
porovnavala citlivost rdznych metod. Vzorky jsem zpracovavala klasickymi
metodami jako je kultivace a citlivost na ATB a metodami na pfitomnost toxina.
Kultivaci jsem provadéla na Brazierové pldé, ktera obsahuje urcita antibiotika k
potlaceni rlstu plvodni stfevni fléry. Pfi zachovani spravnych kultivacnich
podminek, zejména anaerobni prostfedi, neni kultivace C. difficile narocna.
DalSi pada pouzivana ke kultivaci je Schaedler agar. Ta jiZ neni selektivni, proto
je nutna nasledné izolace jednotlivych kolonii.

Vramci metod na pfitomnost toxind se v posledni dobé téSi
nejéast&jsimu vyuziti test C. diff. Quick Chek Complete Techlab®. Test je nejen
¢asoveé i laboratorné nenarocny, ale i dostate¢né citlivy. DalSi vyhodou testu je
jeho soucasny prukaz pfitomnosti antigenu a toxinu, ktery je zaroverf nezavisly.
Pokud se na tomto testu jevi kmen jako antigen pozitivni, provede se znovu
jeho kultivace pro vylou€eni faleSné negativity toxigenniho kmene. Pro vSechny
tyto vyhody je test C. diff. Quick Chek Complete Techlab® zafazen do rutinniho
vySetifovani. Nicméné za standardni metodu pro stanoveni pfitomnosti toxin se
stale povazuje metoda ELISA, ktera je velice citliva.

DalSi test k detekci toxigennich kmenU C. difficile je integrovany a vysoce
citlivy Systém GeneXpert PCR, Cepheid®. Pro nenaroénou obsluhu a odolnost
vaci moznému pochybeni, by systém mohl byt zafazen do POCT vySetieni.
Finan¢ni narocnost systému vSak nedovoluje, aby byl zafazen do POCT nebo
rutinniho vySetfovani. Tento systém je tak vyuzivan hlavné pfi vySetieni
spornych pfipadu, pfi vySetfeni nékterych urgentnich vzorkd nebo pfi potvrzeni
¢i vyvraceni pritomnosti ribotypu 027 ve vzorku. Zastava vSak otazkou, zda-li by
véasna identifikace pdvodce prijmu systémem GeneXpert PCR, Cepheid®

nezaznamenala mensi finanéni zatéz.
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6 ZAVER

V této bakalarské praci byla shrnuta problematika a moznosti laboratorni
diagnostiky C. difficile. NedostateCna izolace osob postizenych C. difficile
zvySuje vyskyt CDAD jako nozokomialni infekce. Nevhodna a Casté indikace
léCby antibiotik, i bezdivodné uzivani Sirokospektrych antibiotik, vede ke
zvySovani rezistence. Je otazkou, kdy zaCne byt rezistence na metronidazol
aktualnim problémem. Epidemiologické Sifeni C. difficile jiz neni problém jen

zapadni Evropy.
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