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Vyskyt a molekularni typizace kment Clostridium difficile v Ceské republice

Cile prace

Cilem préace bylo blize urcit kmeny Clostridium difficile z klinickych izolati od pacientd
trpicich CDAD (C. difficile associated disease) ziskanych v letech 2008-2011 ve ¢tyfech
prazskych zdravotnickych zatfizenich. Pomoci nékolika metod molekularni typizace
(toxinotypizace, ribotypizace a analyzy multilokusové variability - MLVA) prozkoumat
genetickou variabilitu C. difficile v Ceské republice a pfispét tak k objasnéni epidemiologie
CDAD.

Dalsim cilem bylo typizovat kmeny C. difficile vyskytujicich se u selat, jako pilotni studie
pro rozsahlejsi vyzkum vyskytu tohoto patogena v chovech v Ceské republice.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 107

Je uveden anglicky abstrakt a klicové slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouzito?
Pouzité metody: izolace a kultivace C. difficile, PCR, RFLP, kapilarni elektroforéza, prace s
databazemi a vyhodnocovacim softwarem

Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?  ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO




Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

V literarnim piehledu obrazy vhodné dopliuji text, ve vysledkové ¢asti jsou pak vSechny
vysledky podlozeny kvalitni obrazovou dokumentaci. Graficka uprava i1 pouziti ceského
jazyka jsou na velmi dobré Grovni.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly splnény. Ziskané vysledky bezpochyby prispéji k prohloubeni
védomosti o vyskytu riiznych toxinotypi a ribotypu C. difficile v Ceské republice (nebo
spiSe Praze a okoli?) a jejich porovnani s vyskytem v jinych zemich. Detailnéjsi analyza
pribuznosti jednotlivych izolati pomoci MLV A zatim jednoznacné vysledky nepfinesla,
ale mizZe slouzit jako zaklad pro dalsi podobné analyzy s potencidlem objasnit
epidemiologii CDAD. Soucasti vysledkové ¢asti je i detailni porovnani vysledku
ribotypovani za pouZziti tFi typa sekvenatori s kapilarni elektroforézou. Vysledky
ziskané z riuznych sekvenatori se liSily, coZ znesnadiiovalo nasledné porovnavani
velikosti s databazi.

Cennym poznatkem z této prace je srovnani spolehlivosti komer¢nich testi
pouzivanych v klinické praxi s vysledky molekularni typizace. Pouzivané testy maji
vysoky podil falesné pozitivnich i negativnich vysledki.

U selat bylo zaznamenano vysoké procento vyskytu patogenniho kmene C. difficile (i
kdyzZ se jednalo o pilotni studii se vzorky z jednoho chovu).

V praci bylo charakterizovano témér 300 klinickych izolatu C. difficile pomoci
toxinotypizace a ribotypizace. 65 vybranych izolati bylo diale podrobnéji
charakterizovano metodou MLVA, p¥i niZ se sleduje variabilita po¢tu kopii repetic v
sedmi vybranych lokusech. Vzorky byly zpracovany systematicky a bylo ziskano velké
mnoZstvi originalnich dat, ktera jsou prehledné prezentovana.

Otazky a pripominky oponenta:

K praci mam nékolik drobnych pfipominek:

Na stran¢ 18 pouzivate pro real-time neboli kvantitativni PCR nespravné zkratku RT-PCR,
ktera se pouziva pro PCR spojenou s reverzni transkripci. Pro kvantitativni PCR se pouziva

zkratka qPCR.

Pti pouziti fluorescenéné znacenych primerti by mélo byt popsano, jaké nastaveni piistroje
bylo pouZito pro excitaci a detekci kazdého fluoroforu.

Pti barveni geli barvivem GelRed by méla byt popséna spiSe pouZita koncentrace nez fedéni
zasobniho roztoku.

Napéti pouzité pro agarosovou elektroforézu je udano jako 5 V/em?®. Jakym zptsobem je
vypocitana plocha pro stanoveni celkového napéti na elektrodach?

Princip PCR jakoZto zékladni a vS§eobecné zndmé metody molekuldrni biologie neni potieba
v tomto typu prace vysvétlovat.

Do PCR smési fragmentu A3 genu tcdA byla piidana komponenta oznacend jako TMA, ktera




neni popsana a nevyskytuje se v seznamu zkratek.

Skute¢né ptidavate do tekutého selekéniho média 1,5% agar?

K praci mam nasledujici dotazy:

Proc¢ probihd PCR toxinotypizace za velmi neobvyklych podminek (nasedani primerti a
synteticka faze pii 47°C nebo 56°C, denaturace pti 72°C)? Dovoluji si odhadnout, Ze produkt
o piedpokladané velikosti nékolika Kbp nebude kompletné denaturovat pii 72°C. Pro¢
probiha synteticka faze s Taq polymerazou pii 47°C, kdyz teplotni optimum tohoto enzymu
je okolo 75°C?

Pro¢ byl u kazdé reakce MLV A PCR jinak nastaven pomér fluorescencn¢ znacenych a
neznacenych primera?

C. difficile je kultivovéano na selekénim médiu obsahujicim antibiotika cefoxitin a cykloserin.
Jaky je mechanismus resistence C. difficile k t€émto antibiotikim?

Toxinotypizace se nezdafila u 99 vzorkl. Mate néjaké vysvétleni pro¢ tomu tak bylo?

Ma typizace C. difficile pouze epidemiologicky, nebo i1 diagnosticky vyznam? Je typizace
dilezité pro terapii konkrétniho ptipadu CDAD?

Cim si vysvétlujete povétsinou asymptomatickou kolonizaci prasat pro &lovéka patogennim
kmenem AI-12?

Detekce C. difficile v klinické praxi u nas probihd ptevazné pomoci komerénich testd, které
nejsou pfili§ spolehlivé. Jaky by byl podle vas vhodny zpiisob diagnostiky?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude souc¢ésti zvetejnénych informaci)
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