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ABSTRAKT

Clostridium difficile je vyznamnym pivodcem nemocni¢nich stievnich infekci.
Souhrnné jsou onemocnéni zpuisobena C. difficile oznacovana jako CDAD (Clostridium
difficile associated disease) a v poslednim desetileti je pozorovan celosvétovy nardst
jejich vyskytu a zavaznosti. Piesto jsou udaje o vyskytu CDAD v Ceské republice
znacn¢ omezené. Hlavnim cilem této prace bylo pomoci metod PCR toxinotypizace,
PCR ribotypizace a MLVA (multilocus variable number tandem repeat analysis)
charakterizovat kmeny C. difficile, které byly izolovany od pacientl s gastrointestinalni
symptomatologii hospitalizovanych ve 4 prazskych zdravotnickych zafizenich v letech
2008 — 2011. Mezi 273 izolaty C. difficile jsme identifikovali 8 toxinotypu (0, III, IV,
V, VI, VIII, IX a XXIII) a 63 ribotypt. Nejcastéjsimi byly ribotypy 596 (23,4 %), 017
(13,9 %) a 176 (7 %). Z hlediska zastoupeni ribotypti se situace v Ceské republice
nejvice podoba situaci v Polsku. Pomoci metody MLVA jsme kmeny patiici do
ribotypti 017, 017/1 a 017/2 a ribotyplt 596 a 596/1 zatadili do 5 a 4 klondlnich skupin,
zadna ze skupin ov§em neméla dominantni zastoupeni v nékteré z nemocnic. C. difficile
je také vyznamny zviteci patogen, proto jsme provedli studii, jejimz cilem bylo izolovat
C. difficile ze stolice selat na nahodné vybrané farm¢. C. difficile se nam podafilo
izolovat z 19 vzorka ze 30 (63,3 %), vSechny kmeny jsme zafadili do toxinotypu 0,

ribotypu Al-12.

Kli¢ova slova: CDAD, Clostridium difficile, epidemiologie, MLV A, nemocniéni

nakaza, PaLoc, PCR ribotypizace, PCR toxinotypizace, TcdA, TcdB



ABSTRACT

Clostridium difficile is a major cause of infectious diarrhea in hospitalized
patients. Clostridium difficile-associated disease (CDAD) is of gaining importance now
due to its increasing incidence and severity. However, little is known about the C.
difficile infections in the Czech Republic. The aim of the study was to characterize C.
difficile strains recently isolated (2008 to 2011) from patients hospitalized with
gastrointestinal disease in four Prague health care institutions using molecular typing
methods; PCR toxinotyping, PCR ribotyping and MLVA (multilocus variable number
tandem repeat analysis). Among 273 C. difficile strains, we identified 8 toxinotypes (0,
I, 1v, V, VI, VI, IX a XXIII) and 63 ribotypes, of which ribotypes 596 (23,4 %
patient), 017 (13,9 %) and 176 (7 %) were the most frequent. According to PCR
ribotyping, the situation in the Czech Republic is the most similar to the situation in
Poland. Within ribotypes 017, 017/1 and 017/2 and ribotypes 596 and 596/1, 5 and 4
distinct clusters were identified by MLVA, none of which was institution-specific.
Additionally, pathogenic C.difficile were isolated from piglet faeces (63,3 %) in a single
piglet farm, evaluating the role of C. difficile as an emerging animal pathogen. All piglet
isolates belonged to the toxinotype 0 and the ribotype Al-12.

Key words: CDAD, Clostridium difficile, epidemiology, MLVA, nosocomial
infection, PaLoc, PCR ribotyping, PCR toxinotyping, TcdA, TcdB
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1 UvoD

C. difficile patii mezi klinicky vyznamné grampozitivni bakterie. Roku 1978 bylo
C. difficile identifikovano jako ptivodce rizné zavaznych gastrointestinalni onemocnéni.
Souhrnné jsou tato onemocnéni oznaCovana jako CDAD (Clostridium difficile-
associated disease) a mezi jejich hlavni projevy patii priymy a kolitidy, v zdvaznych
ptipadech se u pacientli miize vyvinout az zivot ohrozujici pseudomembrandzni kolitida
(PMC) (GEORGE et al. 1978; LARSON et al. 1978).
sledovat a snazit se mu piedchazet. Epidemiologicka data ukazuji, Ze problematika
infekci zpasobenych C. difficile je v posledni dobé velmi aktudlni. Vzrastajici vyskyt
CDAD, siteni vysoce virulentnich kmenti a stoupajici rezistence patogennich kmenu C.
difficile k béZn¢ podavanym antibiotikim svéd¢i o nezbytnosti monitorovat Sifeni téchto
infekci a typizovat patogenni kmeny, které je vyvolavaji. V Ceské republice nebyla
problematika epidemiologie CDAD a identifikace patogennich kmend doposud
adekvatné fteSena, ojedin€lé prace se zabyvaji diagnostikou a vyskytem CDAD
(ZEMANOVA et al. 2003, POLIVKOVA et al. 2010, VOJITILOVA et al. 2011).

Cilem projektu, jehoz soucasti je i zpracovani této diplomové prace, je pfinést
nové informace tykajici se epidemiologie CDAD v Ceské republice a pomoci metod
molekularni typizace charakterizovat kmeny C. difficile, které byly izolovany z pacientt
ve 4 prazskych zdravotnickych zatizenich v letech 2008 — 2011. Molekularni typizaci je
mozno zjistit genetickou variabilitu kment C. difficile zpisobujicich CDAD a z Cetnosti
jednotlivych typi mlzeme usuzovat na S$ifeni kmend v ramci jednotlivych
zdravotnickych zatizeni a jejich klinik a oddé€leni. Tato data by nasledné méla piispét k
zavedeni preventivnich opatieni s pfimym dopadem na zdravi pacientli. Vyznamnym
pfinosem tohoto projektu by mélo byt vytvoteni sbirky typovych kment.

C. difficile je také vyznamny zvifeci patogen, dalsim z naSich cila proto bylo

provedeni pilotni studie zaméfené na vyskyt C. difficile u selat v Ceské republice.
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 CLOSTRIDIUM DIFFICILE

C. difficile je obligatné anaerobni sporulujici bakterie ty¢inkovitého tvaru, ktera
byla poprvé izolovana v roce 1935 ze stolice ditéte. Nazev “difficile” (lat. difficilis,
obtizny) byl zvolen kviili obtizné kultivaci, ktera souvisi pfedev§im S pomalym ristem
této bakterie (HALL a O’TOOLE 1935). Diky pouzivani selektivnich médii
obohacenych o inhibitory ristu ostatni ptitomné flory, cefoxitin a cykloserin, byly tyto
problémy jiz ptekonany (GEORGE et al. 1979). Pfi rustu na pevnych kultiva¢nich
médiich jsou kolonie C. difficile Sedobilé, ploché s nerovnymi okraji a je pro né typicky

zapach ptipominajici konsky hntij (Obr. 1).

B

Obr. 1: C. difficile A) Kolonie C. difficile po 48 h ristu na krevnim agaru. B) C. difficile
zobrazeno pomoci transmisni elektronové mikroskopie. Ovalné utvary uvnitf bakterii jsou vznikajici

endospory. Prevzato z http://www.sciencephoto.com.
2.1.1 VYSKYT

C. difficile kolonizuje zaZivaci trakt zivoCichi a ¢lovéka, ale bézné se vyskytuje i
v pidg, slanych a sladkych vodach a v nemocni¢nim prostiedi (AL SAIF et al. 1996).
Bakterie byla také nalezena v mase hospodatrskych zvifat i moiskych mekkysu,
na zelening a v planktonu (SONGER et al. 2009, PASQUALE et al. 2011, BAKRI et al.
2009).

C. difficile se asymptomaticky vyskytuje v gastrointestinalnim traktu u 3-5 %
dospélé populace (VISCIDI et al. 1981, MIYAJIMA et al. 2011), pravdépodobnost
asymptomatické kolonizace se zvySuje pii hospitalizaci (MCFARLAND et al. 1989) a
pii pobytech v lécebnach pro dlouhodobé nemocné (RIGGS et al. 2007). U déti dochazi

12



ke kolonizaci zazivaciho traktu C. difficile kratce po narozeni. Béhem prvniho roku
Zivota je tato bakterie pritomna u velké casti détské populace, obzvlasté vysoka mira
kolonizace (az 90 %) je spojena s prodlouzenou hospitalizaci novorozencli (STARK et
al. 1982). Mnohé kmeny izolované ze stolice déti jsou toxigenni, pfesto k rozvoji
infekce dochazi jen ve vyjime¢nych piipadech (LARSON et al. 1982). Divodem
nizkého vyskytu CDAD u novorozencti by mohl byt mensi pocet toxinovych receptort
ve stievnim traktu, coZ bylo prokazano u novorozenych kralika (EGLOW et al. 1992).
Dalsi mozné vysvétleni asymptomatického vyskytu C. difficile u déti mize souviset s
vyraznym narGstem protilatek proti toxinim A a B b&hem prvnich dvou let Zivota
(VISCIDI et al. 1983). K rozvoji CDAD dochazi u déti vétsinou pouze v piipadeé, je-li
ptitomna jina komorbidita (CASTAGNOLA et al. 2009).

2.1.2 FAKTORY VIRULENCE

K patogenicité C. difficile pfispiva fada virulentnich faktort, nejvyznamnéj$imi
jsou exotoxiny TcdA a TcdB, které narusuji stfevni sliznici a zplsobuji prijmova
onemocnéni (SULLIVAN et al. 1982). Nékteré kmeny C. difficile produkuji navic jesté
tzv. binarni toxin (CDT), jehoZ role v patogenezi onemocnéni neni jeSté zcela objasnéna

(POPOFF et al. 1988).

2.1.2.1 Velké Klostridiové toxiny

Toxiny A (308 kDa) a B (269,6 kDa) jsou vzhledem k své molekulové hmotnosti
fazeny spolu s letalnim toxinem Clostridium sordellii a toxinem o Clostridium novyi
mezi velké Klostridiové toxiny, jejichz pisobeni spociva v modifikaci malych GTP-
vazajicich proteini (JUST a GERHARD 2004).

Geny kodujici toxiny A a B (tcdA a tcdB) jsou spolu s geny tcdR, tcdC a tcdE
soucasti lokusu oznacovaného jako Paloc (Pathogenicity locus) (Obr. 2). Tento lokus o
velikosti ptfiblizné 19,6 kb je pfitomen u vSech patogennich kmeni, nepatogenni kmeny
maji tuto oblast nahrazenou nekodujici sekvenci o velikosti 115 bp (BRAUN et al.
1996). Gen tcdE koduje protein podobny bakteriofagovému proteinu holinu a podili se
na vytvofeni poru, kterym jsou toxiny A a B uvolnovany ven z bunky (TAN et al.
2001). Produktem genu tcdR je alternativni faktor 6 RNA polymerazy, ktery pozitivné
reguluje transkripci gent tcdA a tcdB, a jeho exprese je zvySena béhem stacionarni faze
(MANI a DUPUY 2001). V exponencialni fazi je naopak exprimovan gen tcdC, jehoz

produkt destabilizuje TcdR a je tak negativhim regulatorem produkce toxint
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(MATAMOUROS et al. 2007). Exprese toxinovych gent tcdA a tcdB je regulovana i
geny lokalizovanymi mimo Paloc, napiiklad genem CodY (DINEEN et al. 2007).
Produkt tohoto genu se vV pfitomnosti dostateéného mnozstvi zivin (vybranych
aminokyselin a GTP) vaze do promotoru genu tcdR, brani tak jeho transkripci, a tim

negativné reguluje vznik toxind.

Pal.oc (19 kb)
1edR tcdB tedE IedA tedC
m}:{}:ﬁ .>:D:I }:@: PalLoc in toxinogenic strain
of toxinotype 0
115 bp
H }}I [k,h — Non-toxigenic strain
edul cdd|

Obr. 2: Lokus PaLoc. Schéma lokusu PaLoc, ktery koduje toxiny A a B (tcdA a tcdB) a pomocné a
regulacni geny tcdR, tcdE a tcdC. U kmend, které toxiny neprodukuji, je tato oblast nahrazena nekodujici
sekvenci o velikosti 115 bp. Prevzato z KUIJPER et al. (2006).

Toxiny A a B jsou vysoce sekvenéné i strukturné podobné (PRUITT et al. 2010).
Jsou to velké monomerni glucosyltransferazy sloZzené¢ ze 4 domén: (A) N-terminalni
katalytické domény, (B) C-terminalni vazebné domény, (C) protedzové domény a (D)
hydrofobni domény (JANK a AKTORIES 2008). Toxin je endocytovan po navazani
domény ‘B’ na specifické receptory na povrchu bunky (FRISCH et al. 2003). Po
nasledném snizeni pH v endosomu a vytvofeni poru doménou ‘D’ dochazi k translokaci
¢asti toxinu do cytoplazmy (BARTH et al. 2001). V cytoplazmé je pomoci
autoproteolytické aktivity domény ‘C’ odstépena doména ‘A’ (EGERER et al. 2007,
REINEKE et al. 2007). Doména ‘A’ Kkatalyzuje glykosylaci GTP-vazajicich proteint
rodiny Ras (Rho, Rac a Cdc42), které se podili na fadé signalnich procest v burice,
zvlasté na regulaci aktinového cytoskeletu (Obr. 3). Glykosylace proteinti rodiny Ras
zpusobi depolymeraci aktinovych filament, naruSeni cytoskeletu a fady signaliza¢nich
drah, popiipadé az bunétnou smrt (JUST et al. 1995a,b). TcdA navic stimuluje
produkci cytokint a aktivitu neutrofilti a makrofagi a pfispiva tak k vzniku zanétu (HE
et al. 2002, KELLY et al. 1994).

Toxin A je enterotoxin, poSkozuje buiiky stfevniho epitelu a zpiisobuje kumulaci
tekutin ve stfevé, coZz md za nasledek vznik prijml. Toxin B je cytotoxin, ktery
poskozuje buiiky nespecificky a zpusobuje nekrézu tkané€. VéEtsina patogennich kmenti

produkuje oba toxiny. Dfive byla hlavni role v rozvoji onemocnéni pfipisovana toxinu
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A, ale zvySeni vyskytu patogennich kmend produkujicich pouze toxin B (tzv. A/B")
ukazuje na to, ze toxin A neni pro virulenci esencialni (ALFA et al. 2000). Soucasna
studie KUEHNE et al. (2010) tvrdi, Ze oba toxiny mohou zpisobovat onemocnéni

nezavisle.

% Toxin Aor B

Ve

Membrane A\'/Y' Extracellular
/\/Y Intracellular

= Auto-proteolytic claveage
Endocytosis in the presence of InsP6

W o W

Endosome

Membrane insertion

Release of the
glucosyliransferase

T37-OH T37-Glucose

Rho |+ UDP-Glucose —? Rho

UDP Inactive
Glucosylation of Rho GTPases

Obr. 3: Mechanismus vstupu toxini A a B do buiiky a jejich pisobeni na GTP-vazajici

proteiny. Prevzato z JANK a AKTORIES (2008).

2.1.2.2 Bindrni toxin

Binarni toxin je kédovan v tzv. Cdt lokusu (CdtLoc) (Obr. 4) a v sou¢asnosti ho
produkuje az 23 % izolovanych patogennich kment (BAUER et al. 2011). Kmeny,
kter¢ CDT neprodukuji, maji na mist¢ CdtLoc konzervovanou sekvenci o velikosti 68
bp (CARTER et al. 2007). CDT se sklada ze dvou samostatnych podjednotek, CDTa
(48 kDa) a CDTb (74 kDa) (Obr. 4). Podjednotka CDTb zprostiedkovava vazbu na
povrchové receptory a transport CDTa do buiiky. Podjednotka CDTa katalyzuje ADP-
ribosylaci G-aktinu v cytoplazmé, coz brani jeho polymeraci, zptusobuje naruseni
cytoskeletu a mize vést az k smrti buinky (PERELLE et al. 1997). V lokusu CdtLoc se
dale nachazi gen cdtR, ktery koduje pozitivni regulator produkce bindrniho toxinu
(CARTER et al. 2007). Role binarniho toxinu v patogenezi CDAD nebyla doposud
zcela objasnéna. In vitro byla prokazana jeho toxicita na linii bunék Vero

(SUNDRIYAL et al. 2010), ale u kie¢kti kolonizovanych kmeny C. difficile A/B/CDT"
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k rozvoji onemocnéni nedoslo (GERIC et al. 2006). Na povrchu bun¢k napadenych
kmeny A/B/CDT" se tvoii dynamické vyristky, jejichz vznik souvisi s depolymeraci
mikrofilament. Tyto vyrastky zvySuji pfilnavost bakterii k povrchu bunék a usnadnuji
tak kolonizaci zazivaciho traktu (SCHWAN et al. 2009). Toxin CDT je produkovan
nékterymi vysoce virulentnimi kmeny C. difficile a mohl by pfispivat k zvySeni jejich
virulence (CARROLL a BARTLETT 2011).

CDT locus (4.3 kb)
- cdiA by cdiB — C. difficile CD196
] b &g
! 1383 1 26'31
N+ 50 kDa rC N+ 100 kDa =C
catalytic domain translocation and binding domain

Obr. 4: Lokus CdtLoc. Schéma lokusu CdtLoc, ktery koduje geny pro binarni toxin (cdtA a cdtB)
a regulacni gen cdtR. Pod CdtLoc jsou schématicky zndzornény 2 proteiny binarniho toxinu, CDTa
(katalyticka funkce) a CDTDb (vazebna a translokacni funkce). Prevzato z KUIJPER et al. (2006).

2.1.2.3 Dalsi virulentni faktory

Produkce toxinl neni jedinym faktorem pfispivajicim k virulenci C. difficile.
Kolonizace hostitele je dulezity krok v patogenezi CDAD a existuje celd fada faktorQ
ucastnicich se adheze bakterie k stievni sliznici. Byla pozorovana zvySend exprese
povrchovych adhezind po podani ampicilinu a clindamycinu (DENEVE et al. 2008).
Bakterie maji na svém povrchu kompaktni proteinovou vrstvu, ozna¢ovanou jako vrstva
S. Tato vrstva obsahuje dva druhy proteini orientovanych vné bunky, které jsou
kodovany genem SIpA (surface layer protein A). Vrstva S slouzi zejména k ochrané pied
vnéjSimi vlivy a zaroven pomdha uchyceni bakterie k povrchu bun€k a stimuluje
imunitni odpovéd’ hostitele (CALABI et al. 2001). Dalsimi faktory virulence jsou
biciky (TASTEYRE et al. 2001) a proteolytické enzymy, napt. proteaza Cwp84
(JANOIR et al. 2007), které se podili na priniku bakterie vrstvou hlenu na povrchu
sliznice. U nékterych epidemickych kmenti byla prokazana vyssi mira sporulace, coz by

mohlo mit pozitivni vliv na jejich $iteni (AKERLUND et al. 2008).
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2.2 DIAGNOSTIKA

Ptresnd a rychla laboratorni diagnostika CDAD je kliCcova pro vcasnou terapii,
kterd mlze zabranit progresi onemocnéni a snizit mortalitu, je také nezbytnd pro
zavedeni opatifeni branicich dalSimu Sifeni nakazy. Proto byla vyvinuta fada

diagnostickych metod.
2.2.1 KULTIVACE PATOGENNICH KMENU

Nejcitlivéjsi metodou, se kterou jsou porovnavany ostatni diagnostické metody, je
kultivace patogennich kmend (Tab. 1). Kmeny C. difficile jsou izolovany ze stolice
pomoci selektivnich médii a nasledné jsou testovany na ptitomnost toxini (BOWMAN
et al. 1988). Uspésnost izolace l1ze zvysit pomoci alkoholového nebo teplotniho $oku
(MARLER et al. 1992). Kultivac¢ni vySetieni stolice je metoda ¢asové velmi naro¢na a
navzdory své citlivosti se Vv klinické praxi pfili§ nepouziva. Izolace patogennich kmeni
ze stolice je doporucovana piedevSim z diivodi nésledné molekularni typizace a

testovani citlivosti kment k antibiotikim (DELMEE 2001).
2.2.2 CYTOTOXICKY TEST

Za zlaty standard v diagnostice C. difficile byl tradi¢né povazovan cytotoxicky
test. Tato metoda spociva v pfidani filtrovaného vzorku stolice ke tkanové kultufe a
sledovani cytopatologického efektu toxinti na buiky. Pfitomnost toxind C. difficile je
potvrzena, pokud dojde k zakulaceni bunék vlivem naruseni bunétného cytoskeletu a
nasledné neutralizaci tohoto efektu pomoci specifickych protilatek proti danym toxinim
(CHANG et al. 1979). Kvali ¢asové a technické narocnost je tento postup vyuzivan
spiSe na specializovanych pracovistich, pro experimentalni ucely. Srovnavaci studie
STAMPER et al. (2009) navic poukazuje na nizsi senzitivitu této diagnostické metody
oproti modernim metodam zalozenym na PCR (polymerase chain reaction —
polymerazova fetézova reakce) a zpochybnuje jeji roli jakozto referencni metody (Tab.

1).
2.2.3 IMUNOLOGICKE METODY

Imunologické  metody jsou v soucasnosti v klinickych  laboratofich

nejpouzivanéj§imi technikami v diagnostice CDAD. Komeréné jsou dostupné
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imunochromatografické a imunoenzymatické (EIA) testovaci soupravy, které pomoci
specifickych protildtek s navdzanou reportérovou molekulou detekuji bud’ jeden (A)
nebo oba toxiny (A i B) ve vzorku stolice (LYERLY et al. 1985). Vzhledem
k zvy$enému vyskytu A/B* kmeni je doporudeno pouzivat testy umoziujici detekci
obou toxinid soucasné (ALFA et al. 2000). Oblibené jsou predevsim imunoenzymatické
testy, které jsou rychlé, jednoduché a snadno se interpretuji. V posledni dob¢ ale
ptibyva studii, které poukazuji na nizkou citlivost této diagnostiky. PLANCHE et al.
(2008) porovnali 28 studii vyhodnocujicich bé&Zzn¢ pouzivané imunoenzymatické
soupravy a dosli k zavéru, ze zadna z nich neposkytuje 100% spolehlivost v detekci
toxint C. difficile (Tab. 1).

Imunologicky lze prokazat také piitomnost glutamat dehydrogenazy (GDH),
enzymu, ktery je ve velké mife konstitutivné produkovan vSemi kmeny C. difficile
(LYERLY et al. 1991). Tato metoda je jednoducha a ma vysokou sensitivitu, a tudiz
velmi malo falesné¢ negativnich vysledkd (SHETTY et al. 2011) (Tab. 1). GDH
produkuji i nepatogenni kmeny, proto je potieba V piipadé¢ pozitivniho vysledku
potvrdit pfitomnost toxind jinou metodou, nejcastéji pomoci imunoenzymatického testu
(BARBUT et al. 2000). Evropska spoleénost pro klinickou mikrobiologii a infekéni
Iékaistvi (ESCMID) v soucasnosti doporucuje tuto dvoukrokovou strategii pro
diagnostiku CDAD (CROBACH et al. 2009). Kvuli niz8i senzitivité souprav
detekujicich toxiny je v pfipadé vysledku pozitivniho pro GDH a negativniho pro toxiny
vhodné ovéfit pfitomnost patogenniho kmene jesté tretim pristupem, nejcastéji kultivaci
spojenou s naslednou molekularni diagnostikou (QUINN et al. 2010). Na ¢eském trhu
je nyni dostupna souprava na principu EIA, ktera ve stolici prokazuje soubézné GDH a
toxiny A a B (C. difficile Quik Chek Complete, TechLab).

2.2.4 MOLEKULARNi METODY

Molekularni diagnostika pomoci metod zaloZzenych na amplifikaci vybranych
usekl chromozomalni DNA C. difficile ptimo ze vzorku stolice (NAAT — Nucleic Acid
Amplification Testing) se Vv soucasné dobé rychle rozviji a zacind v klinickych
laboratofich nahrazovat ostatni diagnostické metody (VAN DEN BERG et al. 2006)
V nabidce nékterych firem se objevuji integrované soupravy RT-PCR (real-time PCR),
které jsou nejen velmi jednoduché a rychlé, ale vykazuji 1 velmi vysokou sensitivitu a

specifitu (STAMPER et al. 2009) (Tab. 1). Syst¢ém GeneXpert PCR (Cepheid),
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dostupny v Ceské republice, detekuje geny kédujici toxin B, binarni toxin a také deleci
nukleotidu v pozici 117 v genu tcdC, ktera je charakteristickd pro hypervirulentni
kmeny oznacované na zakladé¢ molekularni typizace jako 027/NAP1/B1 (PCR ribotyp
027, PFGE typ NAP1, REA typ Bl). FORGETTA et al. (2011) provedli srovnavaci
genomovou analyzu 14 riznych kmena C. difficile a identifikovali né€kolik dalSich
vysoce konzervovanych gent, jejichz amplifikace pomoci PCR by mohla slouzit

k detekci C. difficile, popiipadé pouze kment spojenych se zavaznymi formami CDAD.

Citlivost diagnostickych metod pravdépodobné rovnéz zavisi na typu studovaného
kmene (TENOVER et al. 2010). Pokud byly citlivosti diagnostickych metod ur¢eny na
zaklad¢ porovnani s pfimou kultivaci, mély napt. metody NAAT a GDH-EIA podobnou
citlivost (91 %) pro detekci kment ribotypu 027, zatimco pro kmeny jinych ribotypt
(blize nespecifikovanych) se jejich citlivost vyrazné lisila (NAAT 92 %, GDH-EIA 70
%) (TENOVER et al. 2010). Obdobn¢é vysledky byly dosazeny i pfi testovani metod
EIA detekujicich toxin A a B. Tato pozorovani by mohla vysvétlovat Siroké rozmezi

citlivosti jednotlivych metod (TENOVER et al. 2010) (Tab. 1).

Diagnostickda metoda Senzitivita (%) Specifita (%0)
Cytotoxicky test 67-86 97-100
EIA detekujici toxiny 31-99 84-100
EIA detekujici GDH 71-100 76-98
Molekularni metody 77-100 94-100

Tab. 1: Diagnostika CDAD. Piehled pouzivanych diagnostickych metod a jejich citlivosti,
zalozeny na zakladé¢ publikovanych studii. Diagnostické metody jsou porovnavany s Kultivaci
patogennich kmeni. Senzitivita je definovana jako pravdépodobnost, Ze pacient je opravdu kolonizovan
C. difficile, kdyZ je test pozitivni. Specifita je definovana jako pravdépodobnost, Ze pacient neni

kolonizovan C. difficile, kdyz je test negativni. Pfevzato z CARROLL a BARTLETT (2011).
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2.3 CDAD

2.3.1 RIZIKOVE FAKTORY

Hlavnim rizikovym faktorem prorozvoj CDAD je uzivani Sirokospektrych
antibiotik, kterd naru$i normalni stifevni mikrofléoru a usnadni kolonizaci zazivaciho
traktu patogennimi kmeny C. difficile rezistentnimi k tomuto antibiotiku. Pfi¢inou
CDAD mize byt i oslabeni imunity u pacientli simunosupresivni lécbou nebo
S poruchou imunitniho systému, u pacienti po operaci stfev a u pacientll trpicich
komplikujici komorbiditou (BAUER et al. 2011). Se snizenou imunitou souvisi i vys$si
vyskyt CDAD u starSich osob, dle soucasné studiec BAUER et al. (2011) bylo 63 %
paciantl starSich 65 let. Zvysené riziko CDAD mize rovnéz souviset s podavanim
urcitych 1€ku, napf. inhibitory protonové pumpy (PPIs, proton-pump inhibitors) uzivané
k modulaci pH Zaludku pravdépodobné prostiednictvim zvySeného pH usnadiiuji
kolonizaci zazivaciho traktu C. difficile (LEONARD et al. 2007). Doposud byly infekce
zpusobené C. difficile spojovany piedevsim s vysoce kontaminovanym nemocni¢nim
prostiedim, pii pfijeti do nemocnice bylo kolonizovano pouze 7 % pacientii, zatimco
21 % pacientt ziskalo C. difficile az béhem nemocni¢niho pobytu (MCFARLAND et al.
1989).

2.3.1.1 Komunitni infekce

Posledni dobou vzristd vyznam tzv. komunitnich infekci, které nejsou spojovany
s piedchozi hospitalizaci a casto ani s antibiotickou lécbou. Dlouhodoba studie
KHANNA et al. (2012) ptipisuje komunitni ptivod 41 % piipadd CDAD. Na rozdil od
pacientd, ktefi se nakazili v nemocni¢nim prostiedi, byli tito pacienti mladsi (vékovy
median 50 let vs. 72 let), Castéji se jednalo o Zeny (76 % vs. 60 %), méné se u nich
vyskytovaly zavazné formy CDAD (20 % vs. 31 %) a byl zaznamenan nizs$i pocet
pacientl s predchozi antibiotickou 1é¢bou (78 % vs. 94 %). Ve studii WILCOX et al.
(2008) bylo zpétne zjisténo, ze antibiotika nebyla podavana minimalné mésic pred
detekci C. difficile témét u poloviny pfipadi CDAD, tietina pacientll nebyla vystavena
ani antibiotikiim ani nemocni¢nimu prostiedi. U komunitnich infekci tedy hraji roli i
jiné rizikové faktory a CDAD ohrozuje také mladé lidi a déti (KHANNA et al. 2012,
WILCOX et al. 2008).

Zdrojem spor C. difficile u komunitnich infekci mohou byt napt. kolonizovani

jedinci opoustéjici nemocnici, déti, domdaci a hospodarska zvifata nebo zasoby potravin
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a pitné vody. Kontakt s détmi mladsimi 2 let jako signifikantni rizikovy faktor pro
rozvoj CDAD by mohl vysvétlovat i vys$s$i incidenci tohoto onemocnéni u zen
(WILCOX et al. 2008). Ze stolice a masa domacich a hospodaiska zvitat byly sice
izolovany patogenni kmeny, které zplisobuji onemocnéni u cloveéka, ale pfimy pfenos
nebyl zatim prokdzén a je mozné, ze podobnost lidskych a zvifecich izolatd je déna

spole¢nym zdrojem infekce v prostiedi (NORMAN et al. 2011).

2.3.1.2 Antibioticka rezistence

Antibiotika nepodporuji vznik infekci C. difficile pouze narusenim bé&zné stievni
mikroflory, ale také ovlivnénim exprese virulentnich faktord. Napft. 1éky prvni volby
v 1écbé CDAD, metronidazol a vankomycin, v subinhibi¢nich koncentracich indukuji
produkci toxini A a B (GERBER et al. 2008). Fluorochinolony kromé zvysSeni
produkce toxint stimuluji in vitro také germinaci spor a rist vegetativnich forem
bakterii (SAXTON et al. 2009).

Rezistence mize vzniknout prakticky ke kterémukoliv antibiotiku. V minulosti
byly s CDAD spojovany predevsim kmeny rezistentni ke klindamycinu a
cefalosporinim, ARONSSON et al. (1985) pozorovali az 70krat vyssi riziko vzniku
CDAD spojené s témito antibiotiky v porovnani s penicilinem. V soucasné dob¢ se pro
vznik CDAD zdaji byt nejrizikovéjsi fluorochinolony, ke kterym jsou rezistentni kmeny
hypervirulentniho ribotypu 027 (LOO et al. 2005, MCDONALD et al. 2005). Mezi
rizikova antibiotika patii také tetracyklin, erytromycin, rifampicin, bacitracin,
karbapenamy a mnoha dalsi (JOHN a BRAZIER 2005, HUANG et al. 2009a).
Antibiotiky prvni volby pro 1écbu CDAD zustavaji vankomycin a metronidazol. Byly
izolovany kmeny se slabou rezistenci k vankomycinu, ale toto antibiotikum se pii
peroralnim podani téméf nevstiebava a ve stfevé dosahuje mnohonasobné vysSich
koncentraci, neZz jsou zjiSt€éné minimalni inhibi¢ni koncentrace izolovanych
rezistentnich kmend (PELAEZ et al. 2002). Potencialni klinicky vyznam by mohla mit
snizena citlivost k metronidazolu, jenz na rozdil od vankomycinu do stiev pronika
pouze ve slabé koncentraci (BAINES et al. 2008). Izolovany kmeny se sniZenou
citlivosti vic¢i vankomycinu a metronidazolu zatim nebyly prokazany jako klinicky
vyznamné a antibioticka 1éCba je vétSinou ucinna (PELAEZ et al. 2002).

Omezenim pouZzivani rizikovych antibiotik je mozné vyznamné sniZit riziko

vzniku CDAD a §ifeni nozokomialnich epidemii (MCNULTY et al. 1997).
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2.3.2 IMUNITNi ODPOVED

Odpovéd’ imunitniho systému na kolonizaci patogennimi kmeny C. difficile
je Caste¢né zodpovédna za rozdily v zavaznosti a pribéhu onemocnéni. Protilatky proti
toxiniim C. difficile jsou bézné pritomny v séru zdravych jedinct. Produkce protilatek je
pravdépodobné stimulovana v détstvi, kdy je asymptomaticky kolonizovdna vétSina
novorozencl, a jejich hladina je udrzovana béhem celého zivota diky nahodnym
kontaktim s C. difficile nebo s pfibuznymi druhy bakterii (VISCIDI et al. 1983).
Doposud ale nebyly nalezeny diikazy potvrzujici, Ze by piitomnost protilatek hrala roli
Vv ochrané pted kolonizaci C. difficile. Nicmén¢ pacienti se zvySenou hladinu protilatek
proti toxinim A a B se V pfipadé kolonizace spiSe stanou asymptomatickymi nosi¢i,
zatimco pacienti, kteti maji hladinu protilatek nizkou, maji mnohem vétsi riziko rozvoje
CDAD (KYNE et al. 2000). Tomuto trendu odpovida i zjiSténi, Ze symptomati¢ti
pacienti, kteti diive zahaji imunitni odpovéd’, maji mensi pravdépodobnost relapsu
onemocnéni (KYNE et al. 2001). Nespecificka imunita, na rozdil od adaptivni, je
v piipadé¢ CDAD kontraproduktivni a zhorSuje zranéni vyvolana toxiny. Na zvitecich
modelech bylo prokazano, ze podani protizanétlivych latek spolu s antibiotiky mize u
vaznych forem onemocnéni zmirnit poskozeni stitev (ANTON et al. 2004).

Poznatky ziskané o imunitni odpovédi organizmu na C. difficile mohou byt
vyuzity v praxi napiiklad pfi identifikaci pacientl s vétsim rizikem rozvoje CDAD a

relapsti nemoci.
2.3.3 KLINICKY OBRAZ

Pro rozvoj CDAD je kliové naruseni bézné stievni mikroflory a naslednd
kolonizace zazivaciho traktu kmeny C. difficile produkujicimi toxiny. Onemocnéni
nabyva mirnych 1 Zivot ohrozujicich forem a mezi jeho hlavni projevy patfi prijmy,
bolesti bricha, nadymani, snizend chut k jidlu, horecka, hypoalbuminémie a
leukocytéza. U pacientdi s PMC jsou pii endoskopickém vySetieni patrnd zanétliva
tzv. megakolonu, kdy ochrnuti hladkého svalstva stfevni stény zplsobi extrémni
roz$iteni tlustého stfeva, coz muze mit za nasledek az jeho protrzeni a smrt pacienta
(BARTLETT 2002). Dalsim problémem CDAD je casty vyskyt relapstit onemocnéni,
zpusobeny bud’ pivodnim kmenem nebo reinfekci kmenem jinym. Dle nejnoveéjsi
celoevropské studie BAUER et al. (2011) se relaps vyskytl u 16 % pacientd do tii
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meésictl po odeznéni onemocnéni a infekce C. difficile méla podil na smrti 9 % pacientd

s diagnostikovanou CDAD.
2.3.4 LECBA

Prvnim krokem pii 1écbé CDAD je ukonceni podavani antibiotik, ktera ve vétSiné
ptipadi onemocnéni vyvolala. Standardné nasleduje nasazeni antibiotik metronidazolu
nebo vankomycinu, viéi kterym je vétdina kment C. difficile citliva. Uinek t&chto
antibiotik je srovnatelny u pacientli s mirnou az stfedni formou CDAD, pii 1écbé
zavaznych ptipadi se vankomycin jevi jako G¢inngjsi (ZAR et al. 2007). Problémem
zustavaji relapsy, proto jsou hledany dalSi neantibiotické pfistupy Vv 1écbé CDAD.
Nad&jnym piistupem by mohlo byt podavani monoklonalnich protilatek proti toxintim
A a B (LOWY et al. 2010) nebo jinych latek schopnych efektivné vazat toxiny,
napiiklad proteinu tolevameru (BRAUNLIN et al. 2004), popiipadé aktivni imunizace
vakcinaci (ABOUDOLA et al. 2003). Obnoveni narusené stievni mikroflory je mozné
podpofit podavanim probiotik nebo vysoce uspéSnou metodou tzv. fekdlniho
transplantatu, kdy je pacientovi do stieva vlozena homogenizovand darcovska stolice
(AAS et al. 2003). Jedna z moznosti prevence, ktera byla prozatim uspésné vyzkousena
na zvifatech, je kolonizace pacienta netoxigennim kmenem C. difficile, jehoz pfitomnost
V zazivacim traktu mize pred toxigennimi kmeny chranit (MERRIGAN et al. 2009).
V kritickych piipadech, kdy zadné jiné lécebné postupy nezabiraji, je provadéna
¢astecna nebo uplna kolektomie (LAMONTAGNE et al. 2007).

Pro zvladnuti epidemii a relapst CDAD Vv nemocnicich je kli¢ové dodrzovani
hygienickych opatieni. C. difficile je totiz schopno tvorby vysoce odolnych endospor,
které dlouhodobé¢ pretrvavaji v prostiedi a jsou zdrojem §ifeni nozokomidlnich infekci.
Dilezita je pfedev§im fadna hygiena rukou, izolace pacientt s CDAD a desinfekce
zdravotnického materialu a okoli pacienti (VRTIS 2008). Situaci komplikuji kmeny

vV

chloru a peroxygenu (DAWSON et al. 2011).
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2.4 MOLEKULARNI TYPIZACE

Se vzristajicim vyskytem a zavaznosti CDAD roste 1 vyznam epidemiologie
C. difficile. Dulezitym nastrojem uplatiiujicim se pii epidemiologickych studiich je
typizace patogennich kment. Terminem typizace je obvykle oznacovana diferenciace
druhti na nizsi taxony a pouziva se pro sledovani Sifeni kmend, které zptisobuji infekce
(VAN BELKUM et al. 2007). Typiza¢ni metody mohou byt rozdéleny podle znaku,
ktery je detekovan, na metody fenotypové a genotypové.

Metody zalozené na fenotypovych znacich se pro typizaci C. difficile pouzivaly
spise v minulosti. Patfily mezi né napiiklad sérotypizace (DELMEE et al. 1985),
elektroforéza rozpustnych proteinéi buiiky v polyakrylamidovém gelu (WUST et al.
1982), pyrolyza bun¢k a nasledna hmotnostni spektrometrie (CARTMILL et al. 1992)
nebo rozliseni kment podle rozdilné citlivosti k vybranym antibiotikim (WUST et al.
1982).

V posledni dekadé doslo k velkému rozmachu molekularné-genetickych metod,
které rozlisuji jednotlivé kmeny na zéklad¢ jejich genetické variability. Diky své vyssi
rozliSovaci schopnosti pfinesla molekularni typizace pfesné€jsi pohled na epidemiologii
mnoha bakteridlnich druhii a v nékterych piipadech zcela nahradila fenotypizaéni
metody (VAN BELKUM et al. 2007).

Jednim zmoznych pfistupti je studium celkové chromozomalni DNA jeji
specifickou restrikci a porovnanim polymorfizmt restrikénich fragmentti (RFLP). Pti
metodé¢ REA (restriction endonuclease analysis) je chromozom S$tépen na vétsi pocet
kratSich fragmentt (KUIJPER et al. 1987). Metoda PFGE (pulsed field gel
electrophoresis) naopak pouziva fidce $tépici endonukleazu a bakterialni DNA $tépi na
nekolik vétSich usekl. Separace dlouhych fragmentd je docilena pomalym délenim
v polyakrylamidovém gelu v elektrickém poli, které periodicky méni smér
(KRISTJANSSON et al. 1994).

Nejpouzivangjsi typizacni metody jsou zaloZeny na polymerazové fetézové reakci
(PCR). Toxinotypizace spojuje amplifikaci variabilnich oblasti lokusu PalLoc pomoci
PCR a elektroforetickou analyzu amplifikovanych fragmenti DNA S§tépenych
specifickymi  endonukledazami  (RFLP) (RUPNIK et al. 1998). Jednou
Z nejpouzivangjSich typiza¢nich metod, pfedev§sim v Evropé, je PCR ribotypizace.
Principem této metody je amplifikace polymorfnich sekvenci, které se nachazeji mezi

konzervovanymi geny kodujicimi 16S a 23S rRNA, a jejich nasledna elektroforeticka
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separace (GUERTLER et al. 1993). Moderni technikou s velkou rozlisovaci schopnosti
je MLVA (MultiLocus Variable nuber tandem repeat Analysis), metoda zalozena na
analyze nékolika tandemovych repetic v genomu (KEIM et al. 2000). Mezi starsi
typizacni metody naopak patii AP-PCR (arbitrary primed PCR) a RAPD (random
amplified polymorphic DNA), které pomoci nespecifickych oligonukleotidii amplifikuji
série rizn¢ dlouhych fragmentt (MCMILLIN a MULDROW 1992, WILKS a
TABAQCHALI 1994). Alternativni metodou je AFLP (amplified fragment length
polymorphism), kdy je nejprve stépen cely bakterialni genom a pomoci specifickych
adaptért jsou selektivné amplifikovany nékteré fragmenty (KLAASSEN et al. 2002).

Nejnovejsi metody molekularni typizace vyuzivaji moznosti sekvenace. MLST
(multilocus sequence typing) charakterizuje kmeny podle sekvence ¢asti nékolika tzv.
housekeepingovych gent (LEMEE et al. 2004), u sIpAST (surface layer protein A gene
sequence typing) je sledovana variabilita v sekvenci genu kodujiciho protein SIpA
(KARJALAINEN et al. 2002) a metoda TRST porovnava sekvence vysoce variabilnich
repetitivnich tsekt (ZAIP et al. 2009).

Pro typizaci C. difficile je kdispozici cela fada metod, problémem zistava
srovnavani vysledkii dosazenych jednotlivymi metodami a ¢asto velmi komplikovana
vyména dat mezi laboratofemi. Doposud neexistuje univerzalni schéma typizace. Pro
ucely naSeho projektu jsme zvolili v Evropé nejb&znéji pouzivané metody

toxinotypizaci a ribotypizaci a metodu s vysokou rozliSovaci schopnosti, MLVA.
2.4.1 TOXINOTYPIZACE

C. difficile vykazuje zna¢nou variabilitu v lokusu PaLoc, ktery koduje dva hlavni
virulentni faktory, toxin A a B. Skupiny kment se stejnymi variantami oblasti PaLoc
byly definovany jako jednotlivé toxinotypy. Je nepravdépodobné, Ze by kmeny
s identickym souborem mutaci vznikly nezavisle, proto je predpokladano, ze vSechny
izolaty jednoho toxinotypu sdili spole¢ného piedka (RUPNIK et al. 2008). K detekci
toxinotypt slouzi metoda zvana toxinotypizace (RUPNIK et al. 1998). V soucasnosti je
znamo 31 rliznych toxinotypi a jejich pocet je prubézné¢ aktualizovan
(http://www.mf.uni-mb.si/mikro/tox/).

Pro ucely toxinotypizace byl lokus Pal.oc rozdélen na deset prekryvajicich se
tisek?l, které je mozno amplifikovat pomoci PCR (Obr. 5). Sest z nich leZi v oblasti gent

kodujici toxiny A (A1-3) a B (B1-3) a ctyfi pokryvaji ostatni geny v oblasti PaLoc a
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intergenové segmenty (PL1-4). Nejvariabilngjsi tiseky jsou 3'-konec genu tcdA (A3) a
5’-konec genu tcdB (B1) (Obr. 5). K uréeni toxinotypu proto ve vétsing piipadi staci
amplifikace téchto useku, jejich nasledné Stépeni pomoci enzymi EcoORI (A3) a
Hincll+Accl (B1) a porovnani vzniklych fragmenti DNA. Doposud bylo identifikovano
7 rGznych restrikénich profild fragmentu B1 a 11 fragmentu A3. Pouze v n¢kolika
ptipadech je RFLP oblasti A3 a B1 stejny u dvou riznych toxinotypt a k jejich rozliseni
musi byt amplifikovan dals$i z Gseki Paloc. K analyze vSech deseti fragmentl se
pristupuje v piipadé, Ze je identifikovan novy toxinotyp (RUPNIK et al. 1998).

Zmény v oblasti PalLoc zahrnuji inzerce, delece a bodové mutace. V genu tcdA se
nachazi tusek repetitivnich sekvenci, ve kterém mize relativné snadno dojit
k nehomologni rekombinaci, a tim k inzerci nebo deleci (EICHEL-STREIBER et al.
1992). Toxinotypy XIV (Obr. 5), XVII, XXII a XXIII maji v genu tcdA vlozen mobilni
geneticky element ISTron (2 kb), ktery ale produkci toxinu A nenarusuje, protoze je
pted translaci vystfizen z MRNA (BRAUN et al. 2000). V genu tcdB se oproti tcdA
mnohem cast&j$i vyskytuji bodové mutace, 95 % substitu€nich mutaci se nachazi
Vv katalytické oblasti toxinu (EICHEL-STREIBER et al. 1995), ktera je soucasti
fragmentu B1 analyzovaného pfi toxinotypizaci. Dalsi variabilni oblasti lokusu PaLoc je
gen tcdC (CURRY et al. 2007). Pro nékteré toxinotypy jsou charakteristické i zmény
Vv intergenovych oblastech Paloc, naptiklad pro toxinotyp X je typicka inzerce (1,1 kb)
mezi geny tcdA a tcdE (Obr. 5) (SOEHN et al. 1998). Unikatnim je toxinotyp XI, jehoz
lokus Paloc je vyrazné zkracen na 5'konci a koduje pouze ¢ast genu tcdA a gen tcdC
(Obr. 5) (RUPNIK et al. 2001).

Pfi toxinotypizaci je porovnavan lokus Paloc s referenénim kmen VPl 10463
(toxinotyp 0), u né&jz byla tato oblast poprvé sekvenovana (RUPNIK et al. 1998).
Toxinotypy, které se od referenéniho kmene vyznamné li§i, mizeme podle miry této
zmény rozdélit na minoritni a majoritni. Minoritni toxinotypy se oproti referenénimu
kmeni li§i pouze v jednom z Sesti usekt, na které jsou pii toxinotypizaci rozdéleny geny
pro toxiny A (Al-3) a B (B1-3). V¢tSina minoritnich toxinotypt byla identifikovana
pouze u jednoho izolatu. Majoritni toxinotypy maji pozménénou vétsinu fragmentli a u
nékterych z nich jsou znamy az tisice kmend (RUPNIK et al. 2008).

V soucasnosti je obvykle spolu s toxinotypem uvadéna i pfitomnost gend
kodujicich binarni toxin (CDT), ktery nékteré patogenni kmeny C. difficile produkuji
spolu s toxiny A a B. Toxinotyp 0 a minoritni toxinotypy maji zpravidla fenotyp
A’/B*/CDT. Vyjimkou je toxinotyp XXIV, ktery ma geny tcdA a tcdB identické
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s toxinotypem 0, ale produkuje CDT (STARE et al 2007). VétSina majoritnich
toxinotypti produkuje vsechny 3 toxiny (A/B'/CDT’) (STUBBS et al. 2000).
V soudasnosti je znamo 5 majoritnich toxinotypt s fenotypem A/B*/CDT" (X, XVI,
XVII, XXX, XXXI) a jeden s fenotypem A/B*/CDT (VIHI). Kmeny s fenotypem A’
bud’ geny toxinu A vibec neexprimuji nebo toxin A vznika pouze ve zkracené
nefunkéni formé (SOEHN et al. 1998; EICHEL-STREIBER et al. 1999). Kmeny A/B’
/ICDT" (napt. toxinotyp XI) produkuji pouze binarni toxin, ktery ale sam CDAD
nevyvolava (GERIC et al. 2006). MACCANNELL et al. (2006a) objevili kmeny A*/B’
/CDT+, které byly na zakladé toxinotypizace zafazeny do toxinotypu IX (A*/B*/CDT"),
ale produkovany toxin B nebyl funkéni.

Toxiny A a B jednotlivych toxinotypii se mohou vyrazné liSit. Nejvyrazngjsi
rozdily jsou pozorovéany v jejich katalytickych doménach, coZz vyznamné ovliviiuje
substratovou specifitu a nasledny cytopatologicky efekt obou toxinta (SOEHN et al.
1998). Mutace ve vazebné a translokacni doméné mohou zpusobovat zmény ve
schopnosti toxinti se vazat na buiiku a proniknout dovnité (RUPNIK et al. 2008). Zmény
ve velikosti toxint zpusobené delecemi nebo inzercemi mohou byt pfi¢inou rozdilné
reaktivity téchto proteind s protilatkami (LYERLY et al. 1992). Nékteré z téchto zmén
vyrazné zvySuji virulenci danych kmend. Naptiklad TcdB toxinotypu X vykazuje na
myS$im modelu vyrazné niz$i letdlni davku (6 ng/g) nez TcdB referen¢niho kmene
toxinotypu 0 (50 ng/g) (LYERLY et al. 1992).

Nekteré toxinotypy maji hypervirulentni potencidl, v soucasnosti zpusobuji

celosvétové problémy toxinotyp VIII a IIT (RUPNIK et al. 2008).

27



PL2 B2 PL3 A2 PL4
Z0kb 20kh e 20kb T6Kb
PLI Bl B3 . Al A3 b
o 31kb 20kb Tdlkb T3l kb
a tedD tedB tedE rcdA tedC
DE)D:D:] "ll"lm lllllliﬂf&: type 0
5 1 ! | ’ | | |
,l.N HcHe B H H' Ec P X EE i
RR R Ha Ha S 0
M w}j ﬂ G :
T T lw m i } I]"Bj\ T&— type |
u N BB H H R;l“l; Ec P mx pod i EE He
UD:D:] —— 1 >D’-11 ‘ ] "‘ type Il
gN Lo B L ix :«. Lo
P e KP— tpem
W He H H ; B PN |x e s E Ke
B — —
i HeHe H I.u a0 N PR E e
A A RR RR Ne Ha S
I o e—— M= opev
"‘ Ho Ik‘\ A H RH '1“‘ Ec 4 N X X 5 He
D))=z, ] i = v
A - L T type V1
b He B | HIl B P N IX X s
AA R RR Ha S
1 &
b= . ) EH-BI— ope Vi
N | T ! | |1 |
" % 'k)\ iy R"l‘!l‘% L s e
W)= D] ppm| F F—ﬁiql): type VIII
| T T | T TT 1
H A"c H H R‘Rnl‘( Ec P PN R‘A "-l l He
=] — A XU— iypeix
g N | | B P )
] Ac < 5 T i
(== O — upex
[ | [
L N H | Ee ;r 1
H Ac R Ne ¥
e T— S
X X ¥ e
DDZD:DZI ; pap E:PZ type X1
H N ; Helts It 1 "l' X e r X ’ EE He
VA
) ID)))==Pu| 8 type XIV

H

Obr. 5: Schématické znazornéni lokusu PaLoc nékterych toxinotypi. (a) PaLoc toxinotypu 0:

Nad toxinotypem 0 je znazornéno schematické rozdéleni lokusu PalLoc pti PCR, pfi toxinotypizaci jsou

amplifikovany fragmenty A3 a Bl. Na piikladu toxinotypu O jsou znazornény 3'- koncové repetitivni

sekvence charakteristické pro oba toxiny. (b) PaLoc toxinotypt I-XII, XIV: Sedivé oblasti znazoriuji

rozdily v délce tsekli v porovnani s toxinotypem O (delece a inzerce). Pismena pod jednotlivymi

toxinotypy znazoruji mista $t€peni enzymy: A (Accl), E (EcoRl), Ec (EcoRV), H (Hindlll), Hc (Hincll),
N (Nsil), Nc (Ncol), P (Pstl), R (Rsal), S (Spel). Pievzato z RUPNIK et al. (1998).
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2.4.2 RIBOTYPIZACE

V chromozomalni DNA jednotlivych kmenu C. difficile je pfitomen rizny pocet
operontt koédujicich ribozomalni rRNA. V kazdém operonu se nachazi vysoce
konzervované geny kodujici 16S a 23S podjednotky rRNA, které jsou oddéleny rizné
dlouhym sekven¢né variabilnim tsekem, tzv. mezernikem (ISR-intergenic spacer
region) (NEEFS et al. 1990). Ribotypizace je metoda zalozena na rozdilech v poctu a
délkach téchto ISR, popiipadé na variabilité jejich sekvence (GUERTLER et al. 1993).

Mechanismus stojici za rozdily v délkach ISR neni jeSté zcela pochopen. INDRA
et at. (2010) sekvenaci ISR u 47 kmend C. difficile odhalili organizovanou strukturu
téchto oblasti, skladajici se z 2-5 ptimych repetic o délce 9 bazi oddélenych sekvencemi
dlouhymi 33 nebo 53 bp. Nékteré dlouhé ISR mély navic mezi 5 koncem ISR a prvni
pfimou repetici vlozeny tusek o velikosti 172 bp, jehoz soucasti byl gen kodujici
tRNA™? (73 bp). Délka ISR tedy zavisi na pottu téchto komponent a variabilita
pravdépodobné vznikla diky sklouznuti polymerdzy pii replikaci a homologni
rekombinaci mezi dvéma nebo v ramci jednoho chromozomu (INDRA et at. 2010).

Zakladem ribotypizace je amplifikace vSech ISR rRNA operont ptfitomnych
v genomu daného kmene s pouzitim oligonukleotidl, které nasedaji na 3" a 5” konce
genti kodujicich 16S a 23S rRNA. Nasleduje elektroforetickd separace vzniklych
fragmenti DNA (GUERTLER et al. 1993). Nevyhodou tohoto piistupu je nizka
rozliSovaci schopnost horizontalni gelové elektroforézy, obzvlasté u velkych fragmentt
DNA. Na zaklad¢ sekvenace byly navrZzeny nové oligonukleotidy nasedajici blize ISR,
¢imz doslo ke zkraceni amplifikovanych fragmentd a snazsi interpretaci vysledkt
(BIDET et al. 1999).

Dal§im problémem PCR ribotypizace zaloZzené na horizontdlni gelové
elektroforéze je nedostatek standardizovanych sbirek typovych kment. Ziskané
vysledky lze tudiz jen velmi t€Zko porovnavat mezi rliznymi laboratofemi, coz vede ke
vzniku nejednotné nomenklatury. INDRA et al. (2008) proto modifikovali PCR
ribotypizaci, k separaci ISR pouzili kapilarni gelovou elektroforézu, ktera dokaze mezi
fragmenty DNA rozliSit rozdily 1 jednoho nukleotidu. Mezernikové sekvence byly
amplifikovany pomoci oligonukleotidd navrzenych v praci BIDET et al. (1999),
pfi¢emz jeden z oligonukleotidl byl fluorescenéné znacen. Produkty PCR byly nasledné
déleny na automatizovaném kapilarnim DNA sekvenatoru. Novy protokol je ve

srovnani s elektroforézou na agar6zovém gelu nejen piesnéj$i, ale navic generuje
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pocitatova data, ktera lze snaze porovnavat (INDRA et al. 2008). Byla vytvofena
internetova databaze ribotypli generovanych pomoci kapildrni gelové elektroforézy
(http://webribo.ages.at), ktera pomaha uzivatelim s identifikaci znamych ribotypt,
popiipad¢ jim umoziuje vkladat ribotypy nové.

Vyrazné zrychleni procesu ribotypizace nabizi nova technika, kterd umoznuje
detekei ribotypti piimo ve vzorku stolice (JANEZIC et al. 2011). Odpada tak krok

kultivace bakterii a izolace chromozomalni DNA.

2.4.2.1 MLVA

MLVA vykazuje v porovnani s piedchozimi metodami mnohem vyssi rozliSovaci
schopnosti a byla pouzita pro epidemiologické studie u mnohych bakterialnich druht
(KEIM et al. 2000). Tato metoda byla aplikovana také na studium Sifeni
nozokomialnich infekci C. difficile (MARSH et al. 2006). Zakladem metody je rozliseni
kment podle rozdilii v po¢tu tandemovych repetic v n¢kolika definovanych lokusech
v genomu (KEIM et al. 2000).

MARSH et al. (2006) identifikovali v genomu C. difficile sedm lokusu, které
spliiovaly zékladni pozadavky MLVA, obsahovaly velky pocet kratkych repetic a byly
dostate¢né variabilni: CDR4 (6 bp/repetice)) CDR5 (8 bp/repetice)y CDR9 (8
bp/repetice), CDR48 (7 bp/repetice), CDR49 (7 bp/repetice), CDR59 (11 bp/repetice) a
CDR60 (17 bp/repetice). Po amplifikaci téchto lokustit pomoci PCR byl sekvenaci
zjistén pocet repetic. VAN DEN BERG et al. (2007) upravili tuto metodu vybérem
lokust s krat§imi tandemovymi repeticemi (A6¢q, B7cq, C6ey, E7cd, F3cd, G8cd @ H9:q:
Cislem je oznafen pocet nukleotidi v repetici) a pro analyzu fragment PCR zvolili
kapilarni gelovou elektroforézu misto sekvenace. Lokusy A6cy, B7cq, E7cq @ G8cq byly
identické s diive popsanymi lokusy CDR4, CDR49,CDR 48 a CDR9. MLVA dle
VAN DEN BERG et al. (2007) je vhodna v ptipadech, kdy nestaci rozliSovaci
schopnost ribotypizace. Pfi nemocni¢nich epidemiich dokaze rozlisit, zda jsou kmeny
jednoho ribotypu blizce ptibuzné ¢i nikoliv (FAWLEY a WILCOX 2011).

V soucasné praci MANZOOR et al. (2011) navrhli autofi zvySeni poctu
zkoumanych lokust na 15, coz zlepsilo schopnost metody rozpoznavat ptibuzné klastry
a umoznilo to i pfesné rozpoznédni ribotypi pouze na zdkladé MLVA, coZ se sedmi
lokusy nebylo mozné. Dalsi variantou je MLVA s deseti (MLVA10) a ¢tyimi (MLVA4)
lokusy tandemovych repetic. Lokusy MLVA10 vykazuji spiSe nizsi alelickou diverzitu
a tento typ MLVA generuje skupiny vysoce podobné s ribotypy (shoda 98 %). MLVA4
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ma lokusy velmi variabilni a je vhodna pro detekci rychlych evolu¢nich zmén. Pro

epidemiologické studie je uzitecna kombinace obou variant (WEI et al. 2011).
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2.5 EPIDEMIOLOGIE

V poslednim desetileti jsou celosvétové pozorovany zmény v epidemiologii
CDAD, roste ptredevsim vyskyt nemoci, ale i jeji z&vaznost a mortalita pacientl
(DALLAL et al. 2002). V nemocnici v kanadském Quebecu vzrostl mezi lety 1991 a
2003 vyskyt CDAD vice nez 4krat, vyznamné se zvysil i podil zavaznych piipadi
onemocnéni (ze 7,1 % na 18,2 %) a tmrti pacientt do 30 dnii po stanoveni diagnozy (ze
4,7 % na 13,8 %) (PEPIN et al. 2004). Zvyseny vyskyt CDAD je pfi¢itan predeviim
kmenim ribotypu 027 rezistentnim k fluorochinolonim (LOO et al. 2005,
MCDONALD et al. 2005).

Ribotyp 027 byl poprvé izolovan roku 1988 ve Francii (oznacen jako CD196),
avSak byl citlivy k fluorochinolim (POPOFF et al. 1988), podobn¢ jako dal$i kmeny
charakterizované pfed rokem 2001. Usuzuje se, ze ziskani fluorochinolonové rezistence
vedlo k zvyseni hypervirulentniho potencialu sou¢asnych kmend ribotypu 027 a k jejich
celosvétovému rozsiteni (MCDONALD et al. 2005). Pomérmé nedavno se objevily
kmeny ribotypu 027, které navic ziskali rezistenci ke klindamycinu (DRUDY et al.
2008).

Izolaty soucasného hypervirulentniho ribotypu 027 1 historického izolatu CD196
maji v genu tcdC delece o velikosti 18 bp (pozice 330-347) a 1lbp (pozice 117)
(STABLER et al. 2009). Na tvorbu negativniho regulatoru produkce toxinti ma vliv
piedevsim jednonukleotidova delece v pozici 117, ktera vede k pfed¢asnému ukonceni
transkripce a vzniku nefunkéniho TcdC (MACCANNELL et al. 2006b). U
hypervirulentniho 1 historického ribotypu 027 vykazuje znacnou variabilitu také
sekvence genu pro toxin B, obzvlast¢ pro jeho katalytickou doménu. Tyto zmény
Vv oblasti PaLoc ziejmé vyznamné pfispivaji ke zvySené produkci toxint a k jejich vyssi
aktivit¢ (STABLER et al. 2009). Dale je pro kmeny ribotypu 027 typicka ptitomnost
genu pro binarni toxin (WARNY et al. 2005).

25.1 SVET

Zmény v epidemiologii CDAD byly poprvé zaznamenany Vv roce 2000
v nemocnici v americkém Pittsburghu (DALLAL et al. 2002), od t¢ doby bylo C.
difficile ribotypu 027 detekovano jiz ve vSech kanadskych provinciich a ve vétsiné statl

USA (O’CONNOR et al. 2009).
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O epidemiologii CDAD mimo Evropu a Severni Ameriku toho neni mnoho
znamo, ale prenos kmena C. difficile mezi kontinenty je v dnesni dob¢ vlivem cestovani
relativné snadny. Prvnim zaznamenanym piipadem CDAD vyvolanym ribotypem 027
Vv Australii byla Zena, kterd se navratila z cesty do USA (RILEY et al. 2009). Ribotyp
027 byl detekovan také v Japonsku, ale kmen byl citlivy k fluorochinolontim a podobal
se spiSe méné virulentnim historickym formam tohoto ribotypu (KATO et al. 2007).
V Japonsku byl sledovan vyskyt CDAD v letech 2000 az 2004, vyrazné zmény
v klinickych projevech CDAD ale zaznamenany nebyly. Zajimavy byl piedevsim
vysoky vyskyt A/B" kmenii (33/148 izolatt, tj. 22 %), z ¢ehoz vétsina néleZela ribotypu
017 (SAWARBE et al. 2007). Rostouci vyznam A/B* kmenti byl pozorovan také v Jizni
Koreji (SHIN et al. 2008) a Cin¢ (HUANG et al. 2009b). V roce 2009 byly
zaznamenany i prvni pfipady CDAD vyvolané ribotypem 027 v Koreji (TAE et al.
2009) a Hongkongu (CHENG et al. 2009). O vyskytu CDAD v Africe a Jizni Americe
je toho znamo velmi malo, ojedinéla studie BALASSIANO et al. (2009) z Brazilie
neprokézala pfitomnost ribotypu 027, nicméné také uvadi vysoky vyskyt A/B* kmenti
ribotypu 017.

2.5.2 EVROPA

V Evropé¢ se epidemiologii CDAD zabyva samostatna vyzkumnd skupina zvana
ESGCD (European Study Group on Clostridium difficile), ktera pracuje po zastitou
Evropské spole¢nosti pro klinickou mikrobiologii a infekéni 1ékatstvi (ESCMID). Prvni
studie koordinovanda ESGCD zabyvajici se vyskytem a typizaci C. difficile byla
uskute¢néna v roce 2005 a bylo do ni zahrnuto 38 nemocnic ze 14 evropskych zemi
(BARBUT et al. 2007). Ziskana data ukazuji na velké rozdily ve vyskytu CDAD jak na
mezinarodni, tak i narodni urovni, coz muze byt zplUsobeno nizkym poctem
zucastnénych zdravotnickych zatizeni a vyuzitim odliSnych pfistupti v diagnostice
CDAD. V evropskych zemich byly nejéastéji detekovany ribotypy 001 (13 %) a 014 (9
%), ribotyp 002, 012, 017, 020 a 027 byl kazdy zastoupen u 6 % izolati. Kmeny
ribotypu 027 byly nalezeny v Irsku, Belgii a Nizozemsku a byly také spojovany se
zavazné€j$imi formami CDAD (BARBUT et al. 2007).

Prvni epidemie CDAD zpiisobena ribotypem 027 v Evropé byla zaznamenana
v Anglii mezi lety 2003-2004, pricemz 11 % nakazenych pacientti zemielo. Narodni

statisticky urad pro Anglii a Wales zaznamenal mezi lety 2004 a 2007 ctyfnasobny
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narGst umrti spojovanych s CDAD. V nasledujicich letech (2006-2010) doslo dle
Nérodniho statistického Gfadu ke snizeni vyskytu CDAD, coz je spojovano s piisn€jsim
sledovanim téchto infekci a véEtsi kontrolou nad epidemiemi ribotypu 027
(http://www.ons.gov.uk/ons/rel/subnational-health2/deaths-involving-clostridium
difficile/2006-to-2010/index.html). Zmény v zastoupeni jednotlivych ribotypt v Anglii
jsou patrné i1 z vysledki CDRN (C. difficile Ribotyping Network). Zatimco v letech
2007-2008 byl ribotyp 027 ptic¢inou 55,3 % vSech zaznamenanych piipadi CDAD, o
dva roky pozdgji byl sice stile nejbéznéjSim detekovanym ribotypem, ale jeho
zastoupeni vyrazné kleslo (22,1 %). Podobné klesajici tendence mél béhem tohoto
obdobi i vyskyt druhého nejcastéjsiho ribotypu 106 (ze 13 % na 7,3 %), ktery se mimo
Anglii  vyskytuje ziidka  (http://www.hpa.org.uk/webc/HPAwebFile/HPAweb_C/
1296681523205).

Kratce po nalezeni ribotypu 027 v Anglii byly potvrzeny epidemie zpisobené
timto ribotypem i v Nizozemsku (VAN STEENBERGEN et al. 2005) a Belgii
(JOSEPH et al. 2005). Podobn¢ jako v Anglii je zde nyni ribotyp 027 na tustupu, dle
HENSGENS et al. (2009) klesl mezi lety 2005 a 2009 vyskyt tohoto ribotypu
v Nizozemsku z16 % na 3 %. Vroce 2007 byl ribotyp 027 izolovan jiz v 10
evropskych statech, mimo Velkou Britanii, Belgii a Nizozemsko propukly
nozokomialni epidemie tohoto ribotypu i1 v Irsku, Lucembursku a ve Francii, ojedinély
vyskyt byl dale zaznamenan v Polsku, Rakousku, Svycarsku a Dansku (KUIJPER et al.
2007). O rok pozdéji byl ribotyp 027 nalezen jiz v 16 evropskych statech, pribyly
epidemie ve Svycarsku, Némecku a Finsku, neepidemicky vyskyt byl dale zaznamenan
ve Svédsku, Norsku, Mad’arsku a Spanélsku (KUIJPER et al. 2008).

Souc¢asnym stavem CDAD v Evropé se zabyva studie BAUER et al. (2011), ktera
sleduje vyskyt C. difficile v nemocnicich ve 34 evropskych statech. I v této studii se
vyskytly limitace obdobné praci BARBUT et al. 2007, nerovnomérné zastoupeni
zdravotnickych zafizeni v jednotlivych statech a wvyuziti odlisSnych pristupi v
diagnostice CDAD. Ziskana data nelze brat jako pln¢ reprezentativni pro jednotlivé
staty, avSak z celkového pohledu je zfejmy posun Vv zastoupeni nejbéznéjsich ribotypi
oproti prvotni praci BARBUT et al. (2007). Na prvnich mistech zistavaji ribotypy 001
(pokles ze 13 na 10 %) a 014/020 (nardst z 15 na 16 %), vzrostl vyznam ribotypti 078
(8 %) a 018 (6 %). Vyskyt ribotypu 027 mirné klesl, z 6 na 5 %. Na regionalni Grovni je
vyrazna pritomnost ribotypu 106 ve Velké Britanii a Irsku a ribotypu 018 v Italii (Obr.
6). Z hlediska toxinotypizace je nej¢asté&jsi toxinotyp 0 (65 %), A/B" kmeny tvoii pouze
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3 %. Ze studie BAUER et al. (2011) také vyplyva, ze vétsina pacientt spliiovala hlavni
rizikové faktory, tj. vék nad 65 let (63 % pacientl1), vazné komorbidity (44 % pacientl)
a témet u vSech infekci CDAD piedchazela antibiotickd 1é¢ba (nejcastéji cefalosporiny
a fluorochinolony). U 16 % pacientti se vyskytl relaps a 8,8 % pacientd na nasledky

CDAD a ptidruzenych nemoci zemielo.

[ Other

B 001 (9:3%)
1 002 (4-6%)
W 012 (4:3%)
] 014/020 (157%)
Il 015 (3:3%)
=] 017 (35%)
] 018 (5-8%)
[ 023 (25%)
B 027 (4-8%)
I 078 (7-8%)
] 106 (51%)
] 126 (3-0%)

Obr. 6: Geograficka distribuce ribotypti C. difficile v Evropé. VyseCové grafy znazoriuji

Vv wew

rozdéleni nejbézné&jsich ribotypi v jednotlivych statech, ¢islo uprostied grafu udava pocet analyzovanych
kmenti. Byly zahrnuty pouze staty, ve kterych bylo typovano vic nez 5 izolat. Prevzato z BAUER et al.
(2011).

2.5.2.1 Ceskd republika

V Ceské republice jsou tdaje o vyskytu CDAD znaéné omezené a jedna se
predev§im o klinickd data. V roce 2003 byla publikovana prace zabyvajici se
sledovanim vyskytu CDAD v okresni nemocni ve Frydku-Mistku (ZEMANOVA et al.,
2003), roku 2010 vysla retrospektivni studie pfipadd CDAD mezi lety 2008 a 2010
v prazské fakultni nemocnici Na Bulovee (POLIVKOVA et al. 2010). Mezi roky 2007-
2010 analyzovali p¥ipady CDAD na Klinice infekénich chorob v Brné (VOJITILOVA et
al. 2011). Studie potvrzuji nartst piipada CDAD, i kdyz ne tak dramaticky jako je
popisovano v Severni Americe a zadpadni Evrop€. K molekularni typizaci byly odeslany

pouze 4 vzorky z Brna a byly uréeny jako ribotyp 176 (VOJTILOVA et al. 2011).
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Piitomnost ribotypu 176 v Ceské republice a v Polsku popisuje také sou¢asna prace
NYC et al. (2011). Analyza ribotypu 176 poukazuje na podobnost s ribotypem 027, oba
ribotypy se vyznacuji pfitomnosti genu pro binarni toxin a deleci nukleotidu na pozici
117 vgenu tcdC (NYC et al. 2011). Zbyvajici Geské prace se zabyvaji predeviim
diagnostikou a 1é&bou CDAD. V praci VAGNEROVA et al. (2009) se zabyvali
problematikou infekci CDAD u piedcasné narozenych déti. V celoevropské studii
BRAUN et al. (2011) bylo typovéano 6 nahodnych vzorka C. difficile z Ceské republiky,
3 byly zatazeny do ribotypu 017 a 2 do ribotypu 023.

2.5.2.2 Vyskyt C. difficile u zviiat

C. difficile kolonizuje také zazivaci trakt zvifat a stejn¢ jako u lidi muze byt
pfitomno jako komenzal nebo jako patogen zplisobujici onemocnéni traviciho traktu.
Vyskyt C. difficile u zvifat neni pouze problémem mediciny veterinarni, ale i humanni,
zvifata by mohla slouzit také jako rezervoar tohoto patogenu pro ¢lovéka. C. difficile je
Casto izolovano ze stolice selat a telat a dale z mnoha dalsich zvifat jako jsou psi, kocky,
kong, pstrosi, sloni nebo driibez (FREEMAN et al. 2010). V Ceské republice neni o
vyskytu C. difficile u hospodaiskych zvifat mnoho znamo, na dvou farmach byly
zaznamenany hromadné prijmy novorozenych selat vyvolané touto bakterii
(MASARIKOVA et al. 2007). Molekularni typizace zvifecich kment odhalila nizsi
diverzitu ribotypt oproti lidskym izolatim, obzvlasté u prasat a hovéziho dobytka. Dle
pozorovani KEEL et al. (2007) se u 94 % kravskych a 83 % prasecich izolatd
vyskytoval ribotyp 078. Vyrazné zastoupeni tohoto ribotypu u zvitat potvrdily i dalsi
studie (DEBAST et al. 2009), ve Slovinsku byl detekovan velmi podobny ribotyp 066
(PIRS et al. 2008). Dle BAUER et al. (2011) je ribotyp 078 v Evropé tietim
nejcastéj$im i u lidi. RODRIGUEZ-PALACIOS et al. (2006) také prokazali prekryv
ribotypti izolovanych z lidi a zvifat. Pfi analyze 31 kment izolovanych ze zvitat bylo
nalezeno 8 rozdilnych ribotypt, z ¢ehoz 7 bylo dfive identifikovano i u lidi. Mezi
zvitecimi izolaty byly nalezeny i ribotypy 017 a 027, které jsou Spojovany S epidemiemi
CDAD (RODRIGUEZ-PALACIOS et al. 2006). Ptimy pienos C. difficile ze zvifat na

¢loveka nebyl nicméné zatim jednoznacné prokazan (NORMAN et al. 2011).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 MATERIAL

3.1.1 BAKTERIALNi KMENY

3.1.1.1 Typové kmeny C. difficile
K PCR toxinotypizaci jsme pouzili typové kmeny toxinotypti 0 (VPI 10463), IIlb,
VI a VIII, které byly ziskany od prof. Rupnik z Lékatské fakulty Univerzity v Mariboru

ve Slovinsku.

3.1.1.2 Kmeny C. difficile izolované z pacientii

Zkoumané kmeny C. difficile byly izolovany v letech 2008-2011 ve Vseobecné
fakultni nemocnici (VFN), v letech 2009-2011 na poliklinice Barrandov (PB) a od roku
2010 byla uzaviena spoluprace i s fakultni nemocnici Na Bulovce (FNB) a fakultni
Thomayerovou nemocnici (FTN). Izolované kmeny jsme pievzali a uchovavali ve

formé sporovych suspenzi.
3.1.1.2.1 Diagnostika C. difficile na klinickych pracovistich

Ve FTN byly v letech 2010-2011 k diagnostice C. difficile pouzivany dva typy
komerénich souprav, Rapid C. difficile TOX A & B (DiaMondial) a C. difficile Quik
Chek Complete (TechLab). Obé¢ tyto diagnostické soupravy detekuji toxiny A a B na
zakladg jejich interakce se specifickymi protilatkami. C. difficile Quik Chek Complete
(TechLab) detekuje také glutamat dehydrogenazu (GDH), enzym produkovany vSemi
kmeny C. difficile. K molekularni typizaci jsme obdrzeli vSechny kmeny, které se
podaiilo kultivovat na selektivnich pudach, bez ohledu na vysledek diagnostického
testu.

Ve FNB byla v roce 2010 pouzivana diagnosticka souprava VIDAS Clostridium
difficille A & B (bioMérieux), ktera detekuje pritomnost toxintt ve stolici, a
k molekularni typizaci nam byly zaslany pouze pozitivni kmeny. V roce 2011 byl ve
FNB primarné pouzivan test C. difficile Quik Chek Complete (TechLab) a pozitivni
vysledky byly konfirmovany testem VIDAS Clostridium difficile A & B (bioMérieux).
K molekularni typizaci jsme obdrzeli vSechny kmeny, u kterych byla detekovana

pfitomnost GDH.
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Ve VFN byla po oba sledované roky (2008-2009) uzivana diagnostickéd souprava
XPECT Clostridium difficile Toxin A/B Test (Oxoid). K molekularni typizaci nam byly
zaslany pouze pozitivni kmeny.

Na PB byla diagnostika C. difficile zalozena pouze na kultiva¢nim vySetieni

stolice.
3.1.1.2.2 Vek a pohlavi pacientu

Vékovy prumér pacientd, kteti byli testovani na pritomnost C. difficile ve stolici,
se ve sledovanych zdravotnickych zafizenich vyrazné lisil: FTN (34 let), FNB (63 let),
VFEN (58 let) a PB (2 roky). Celkem bylo 71 kment (26,2 %) izolovano ze stolice déti
do 2 let a 200 kment (73,8 %) ze stolice pacientl starSich 2 let. Praimérny v&k pacientli
starSich 2 let byl 62 let.

V ramci nasi studie bylo C. difficile izolovano ze 120 muzt (44,3 %) a 151 Zen
(55,7 %).

3.1.1.3 Kmeny C. difficile izolované z prasat
Vzorky C. difficile pochazejici z prasat byly izolovany na prase¢i farmé ve
sttednich Cechach. Celkem jsme vySetfili 30 rektalnich vytéra selat z 15 vrha,

z kazdého vrhu byla vybrana dv¢ selata.

3.1.2 MEDIA PRO KULTIVACI C. DIFFICILE

Ke kultivaci C. difficile byla pouzita komer¢né dostupna selektivni média (Oxoid,
bioMérieux) (kapitola 3.1.2.1). Soucasti médii jsou peptony a fruktdza, které poskytuji
nezbytné zdroje dusiku a uhliku, a dale fosfaty, které udrzuji pH. Selektivni média
obsahuji antibiotika D-cykloserin a cefoxitin, kterd inhibuji rlst vétSiny ptidruZenych
bakterii, véetné ostatnich zastupci rodu Clostridium. Ke kultivaci kment C. difficile
izolovanych z prasat bylo pouzito jak komeréné dostupné selektivni médium
(bioM¢érieux), tak tekuté selektivni médium pfipravené dle ZIDARIC et al. (2008)
(kapitola 3.1.2.2).

3.1.2.1 Kultivace kmenu C. difficile izolovanych z pacienti Vyrobce
Brazierovo selektivni médium pro C. difficile Oxoid
C. difficile selektivni médium bioMérieux
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3.1.2.2 Kultivace kmenu C. difficile izolovanych z prasat

Transportni médium Amies

C. difficile selektivni médium

Copan

bioMérieux

Tekuté selektivni médium pro C. difficile (pfipraveno dle ZIDARIC et al. (2008)):

Pepton 40 (g/)
Hydrogenfosfore¢nan sodny 5 (o/l)
Fosfore¢nan draselny 1 (g/)
Siran hofe¢naty 0,1 (g/l)
Chlorid sodny 2 (g/)
Fruktéza 6 (g/l)
Agar 15 (g/l)
D-cykloserin 250 (mg/l)
Cefoxitin 8 (mg/l)
Taurocholat sodny 10 (g/l)
Destilovana voda 11

3.1.3 PUFRY AROZTOKY

Izolace chromozomdalni DNA:

Fyziologicky roztok 0,9% NaCl

TET roztok

Agardzova gelovd elektroforéza:

Pufr TBE 5x

Pracovni roztok pro elektroforesu - 0,5x.

3.1.4 ENzYMY

DNA polymerazy:

Pfu DNA polymeraza (2,5 U/ul)
Tag DNA polymeraza (5 U/ul)

Restrikcni enzymy:
EcoRI (10 U/ul)
Hincll (10 U/pl)
Xmil (Accl) (10 U/ul)

Vyrobce

Fermentas

Fermentas

Fermentas
Fermentas

Fermentas

20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 2 MM EDTA,; 1,2% Triton

450 mM Tris, 450 mM kyselina trihydrogenboritd, 10 mM EDTA
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Ncol (10 U/pl)

3.1.5 KOMERCNI SOUPRAVY A STANDARDY

Izolace chromozomalni DNA:

QlAamp DNA Mini Kit

Extrakce DNA z gelu:
MinElute Gel Extraction Kit

Detekce toxinu A/B:

Xpect Clostridium difficile toxin A/B test

Standardy pro agardzovou gelovou elektroforézu:
Gene RulerTM 1 kb DNA Ladder
Gene RulerTM 50 bp DNA Ladder

Standard pro kapildarni gelovou elektroforézu:

DNA Size Standard Kit 600bp

Fermentas

Vyrobce

Qiagen

Qiagen

Oxoid

Fermentas

Fermentas

Beckman Coulter

3.1.6 CHEMIKALIE A OSTATNI POUZITE MATERIALY VYROBCE

Agaroza

Anaerostat

dNTPs mix

GelRed

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Kyselina trihydrogenborita

Loading dye solution

Octan sodny

Taurocholat sodny
Tetramethylammonium chlorid (TMA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Triton X100

Vyvije¢ anaerobniho prostiedi Anaerogen

Ostatni chemikalie pro analytické ucely

AppliChem
Oxoid
Fermentas
Biotium
Sigma Aldrich
Lachema
Fermentas
Penta

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Penta

Sigma

Oxoid
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3.1.6.1 Kapilarni gelova elektroforéza (sekvendtor Beckman CEQ 8000)

DNA Size Standard Kit 600bp Beckman Coulter
Gel do kapilarni elektroforézy Beckman Coulter
GenomeLab separaéni pufr Beckman Coulter
Genomelab sada kapilar Beckman Coulter
Mineralni olej Beckman Coulter
Sample Loading Solution (SLS) Beckman Coulter

3.1.7 OLIGONUKLEOTIDY PRO PCR

Nazev Sekvence 5°-3" Ag;gg l/lt;lggzgy Vyrobce
Tim6 TCCAATATAATAAATTAGCATTCCA cdd3 Generi Biotech
Struppi6 GGCTATTACACGTAATCCAGATA cdd3 Generi Biotech
Tim2 GCACCTCATC'ACCATCTTCAA tcdC Generi Biotech
Struppi2 TGAAGACCATGAGGAGGTCAT tcdC Generi Biotech
Bth* CTTAATGCAAGTAAATACTGAG cdtB Generi Biotech
Bth AACGGATCTCTTGCTTCAGTC cdtB Generi Biotech
Cl TTAATTAATTTTCTCTACAGCTATCC tcdC Metabion Intern.
C2 TCTAATAAAAGGGAGATTGTATTATG tcdC Metabion Intern.
Lok3 TTTACCAGAAAAAGTAGCTTTAA Tox Generi Biotech
Lokl AAAATATACTGCACATCTGTATAC Tox Generi Biotech
B1C AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGAAA Tox Sigma Aldrich
B2N CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAG Tox Sigma Aldrich
AlC GGAGGTTTTTATGTCTTTAATATCTAAAGA Tox Sigma Aldrich
A2N CCCTCTGTTATTGTAGGTAGTACATTTA Tox Sigma Aldrich
A3C TATTGATAGCACCTGATTTATATACAAG Tox Sigma Aldrich
A4N TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC Tox Sigma Aldrich
Ribo16S GTGCGGCTGGATCACCTCCT Ribo Sigma Aldrich
Ribo23S CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC Ribo Sigma Aldrich
AbcdF TTAATTGAGGGAGAATGTTAAA MLVA Sigma Aldrich
Ab6cdR AAATACTTTTCCCACTTTCATAA MLVA Sigma Aldrich
B7cdF CTTAATACTAAACTAACTCTAACCAGTAA MLVA Sigma Aldrich
B7cdR TTATATTTTATGGGCATGTTAAA MLVA Sigma Aldrich
CécdF GTTTAGAATCTACAGCATTATTTGA MLVA Sigma Aldrich
C6cdR ATTGGAATTGAATGTAACAAAA MLVA Sigma Aldrich
E7cdF TGGAGCTATGGAAATTGATAA MLVA Sigma Aldrich
E7cdR CAAATACATCTTGCATTAATTCTT MLVA Sigma Aldrich
F3cdF TTTTTGAAACTGAACCAACATA MLVA Sigma Aldrich
F3cdR ACAAAAGACTGTGCAAATATACTAA MLVA Sigma Aldrich
G8cdF TGTATGAAGCAAGCTTTTTATT MLVA Sigma Aldrich
G8cdR AATCCAGCAATCTAATAATCCA MLVA Sigma Aldrich
H9cdF GTTTTGAGGAAACAAACCTAT MLVA Sigma Aldrich
H9cdR GATGAGGAAATAGAAGAGTTCAA MLVA Sigma Aldrich

Tab. 2: Oligonukleotidy pouzivané pro PCR. Ve 3. sloupci jsou uvedeny geny, jejichz ¢asti jsou
s pouzitim danych oligonukleotidi amplifikovany, poptipadé metody, pii kterych byly ologonukleotidy
pouzity (Tox = amplifikace variabilnich usekd genti tcdA a tcdB pii toxinotypizaci, Ribo = amplifikace
mezernikové oblasti 16S-23S rRNA pii ribotypizaci, MLVA = amplifikace tandemovych repetic A6cd,
B7cd, Cé6ed, E7cd, F3cd, G8cd a H9cd).
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3.1.7.1 Fluorescencné znacené oligonukleotidy

Nazev Fluoresvcelfcm Metoda Sekvenator Vyrobce
znaceni

Ribo16S D4 R!bo Beckman CEQ 8000 S!gma AIdr!ch
FAM Ribo ABI PRISM 3130xl Sigma Aldrich
AbcdF D2 MLVA Beckman CEQ 8000 Sigma Aldrich
B7cdF D4 MLVA Beckman CEQ 8000 Sigma Aldrich
CécdF D2 MLVA Beckman CEQ 8000 Sigma Aldrich
E7cdF D3 MLVA Beckman CEQ 8000 Sigma Aldrich
F3cdF D4 MLVA Beckman CEQ 8000 Sigma Aldrich
G8cdF D2 MLVA Beckman CEQ 8000 Sigma Aldrich
H9cdF D3 MLVA Beckman CEQ 8000 Sigma Aldrich

Tab. 3: Fluorescenéné znacené oligonukleotidy pouZivané pro PCR. Ve 3. sloupci jsou
uvedeny metody, pfi kterych byly ologonukleotidy pouzity (Ribo = amplifikace mezernikové oblasti 16S-
23S rRNA pii ribotypizaci, MLVA = amplifikace tandemovych repetic A6cd, B7cd, Cocd, E7cd, F3cd,
G8cd a HIcd).

3.1.8 PRISTROJE VYROBCE, ZEME VYROBY

Kapilarni sekvenator (ABI PRISM 3130xI)
Kapilarni sekvenator (Beckman CEQ 8000)
Termocykler GenePro

Termocykler Techne TC-512

UV transiluminator (Reprostar 3)

Applied Biosystems, USA
Beckman Coulter, USA
Bioer, Cina

Techne, USA

Camag, Svycarsko

3.1.9 POCITACOVA ANALYZA VYROBCE

Fragmentacni analyza — kapilarni gelova elektroforéza

CEQ 8000 Genetic Analysis System

Beckman Coulter

Ribotypizace
http://webribo.ages.at — aplikace WEBRIBO

Shlukova analyza — MLVA
BioNumerics 6.6

Applied Maths, Belgie

Sekvenace
Sequence Scanner Software v1.0 Applied Biosystems

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - informace o genomové sekvenci C. difficile
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3.2 METODY

3.2.1 KULTIVACE KMENU C. DIFFICILE I1ZOLOVANYCH ZE STOLICE

PACIENTU

Na selektivni pady (Oxoid, bioMéricux) jsme ockovali 5-10 ul sporové suspenze
C. difficile. Kultivace probihala v anaerostatu (AnaeroJar, Oxoid) pii 37°C, anaerobni
prostiedi bylo zaji§téno pomoci vyvijeCe anaerobniho prostiedi (AnaeroGen, Oxoid).
Izolaty jsme predbézné identifikovali na zékladé morfologie kolonii a typického
zapachu. Pro sporulaci jsme bakterie kultivovali 4-5 dni na selektivnich plotnach,
nasledné jsme buiiky resuspendovali ve 400 pl destilované vody a uchovavali pti 4°C.
Vzorky urcené pro izolaci chromozomalni DNA byly inkubovany 24-48 hodin, promyty
400 pl fyziologického roztoku a centrifugovany (10 min, 5000 x g, pfi pokojové
teploté). Z bun¢k byla nasledné izolovana chromozomdalni DNA nebo byly uchovany pii

-20°C k dalsimu zpracovani.
3.2.2 |ZOLACE A KULTIVACE KMENU C. DIFFICILE ZE STOLICE SELAT

Nejprve byl proveden rektalni vytér u selat ve véku 12-23 dnt, ktera pochazela z
15 vrhii. Testovana byla vzdy dvé selata z vrhu a vrhy zahrnovaly jak zvifata s prijmem
(2 vrhy) tak bez prijmu (13 vrhii). Na projektu jsme spolupracovali s RNDr. Janou
Goldovou, Ph.D., ktera provadéla rektalni vytéry selat a podilela se na izolaci C.
difficile ze vzorkd. Uvedena data jsou pouzita s jejim svolenim.

Odbérové vatové tampony na plastové tycince jsme uchovavali v transportnim
médiu Amies a vzorky jsme kultivovali do 6 hodin po odbéru. Kultivace probihala
V anaerostatu (AnaeroJar, Oxoid) pti 37°C, anaerobni prostfedi bylo zajisténo pomoci
vyvijeCe anaerobniho prostiedi (AnaeroGen, Oxoid). Zvolili jsme dva alternativni
zpusoby kultivace C. difficile. Jednou z metod byl piimy stér materialu z odbérového
tamponu na selektivni pudu s cefoxitinem a cykoserinem (CLO, bioMérieux) a
anaerobni kultivace po dobu 48 hodin. Druhym zptisobem byla obohacovaci metoda dle
ZIDARIC et al. (2008). Pii tomto postupu byl tampén nejprve 7 dni anaerobné
inkubovan v tekutém médiu obsahujicim cefoxitin, D-cykloserin, fruktdézu a taurocholat
sodny, ktery jsme pridali pro usnadnéni germinace spor (ZIDARIC et al. 2008). Pro
zvyseni zachytu C. difficile jsme dale pouzili tzv. metodu alkoholového Soku, pii které

jsme 2 ml kultury smichali s 2 ml ethanolu, po 1 hodin¢ jsme vzorek centrifugovali
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(5min, 10000 x g, pii pokojové teploté) a vyseli na selektivni ptidu (CLO, bioMérieux).
Nasledovaly 3 dny anaerobni kultivace. U vzorkl uréenych pro izolaci chromozomalni

DNA jsme postupovali stejné jako u vzorkl od lidskych pacienti (viz. kapitola 3.2.1).
3.2.3 1zoLACE DNA

Genomova DNA byla z bakterii izolovana pomoci komerc¢né dostupné soupravy

QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen).
3.2.4 IMUNOCHROMATOGRAFICKE STANOVENI TOXINU A AB

V ptipadé vzorkll izolovanych ze stolice selat jsme pifitomnost toxini A a B
prokazovali pomoci komeréniho imunochromatografického testu (XPECT Clostridium
difficile Toxin A/B Test, Oxoid) nasledujicicm zptisobem:

Nejprve jsme vzorek rozpustili v 0,5 ml diluéniho pufru. K 100 ul vzniklé
suspenze jsme piidali 5 kapek konjugaéniho ¢inidla 1 obsahujiciho mikroc¢astice
znafené pigmenty s navazanymi protilatkami proti toxinim A a B a dale 5 kapek
konjuga¢niho ¢inidla 2 s protildtkami biotinylovanymi. Po promichdni jsme 200 pl
smési nanesli na testovaci desti¢ku, kterou jsme nechali 20 minut vyvijet pfi pokojové
teploté. Na membrané testu je pruh s imobilizovanym streptavidinem, ktery vaze
biotinylované protilatky. Pokud je na tyto protilatky navdzan imunokomplex toxinu a
mikroc¢astice znafené pigmentem, vznikne viditelny pruh znacici pfitomnost toxind.
Kontrolni pruh na membrané obsahuje sekundarni protilatky proti kozim protilatkam,
biotinylované protilatky proti toxinu A se tedy navaZzi i bez pfitomnosti toxind. Tento

pruh slouzi ke kontrole funkénosti testu.
3.2.5 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE — PCR

PCR umozituje mnohonasobn¢ amplifikovat specifickou sekvenci DNA 1 z jejiho
nepatrného pocate¢niho mnozstvi. Na okrajich iiseku DNA, ktery chceme amplifikovat,
jsou na zakladé znalosti sekvence navrzeny dva oligonukleotidy, které slouzi jako
pocatky pro in vitro syntézu daného tiseku DNA pomoci DNA polymerazy. Cela reakce
spoCiva v mnohonasobném opakovani tii zakladnich krokt, denaturace, hybridizace
oligonukleotidi a elongace. V prvni fazi jsou od sebe fetézce DNA oddéleny ptisobenim
vy$§i teploty (denaturace), nasleduje sniZzeni teploty a mnasedani pfidanych

oligonukleotidi na komplementarni sekvenci DNA (hybridizace oligonukleotidd), ve
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ttetim kroku je za pifitomnosti DNA-dependentni DNA polymerdzy a
deoxyribonukleosidtrifosfatii (ANTP) syntetizovan pfislusny usek DNA (elongace).
Cela metoda je zalozena na vyuziti termostabilni DNA polymerazy, ktera nepodléha
denaturaci pfi vyssich teplotach a mize tedy podstoupit vétsi pocet tiifazovych cykli za
sebou. Pro spravny pribéh reakce a zabranéni vzniku nespecifickych produkti je
klicové optimalizovat koncentrace komponent reakéni smési a zvolit vhodnou teplotu

hybridizace oligonukleotid.

3.2.5.1 Detekce ¢asti genii cdd3, tcdC a useku Lok3/Lokl

Pro potvrzeni, ze vzorek obsahuje DNA druhu C. difficile, jsme amplifikovali gen
cdd3 u vsech zkoumanych vzorkd. Tento gen je lokalizovan v blizkosti mista inzerce
lokusu PalLoc a vyskytuje se u patogennich i nepatogennich kmena C. difficile (BRAUN
et al. 1996).

Molekularni diagnostika C. difficile dale spocivala v amplifikaci ¢asti genu tcdC
pritomného u vSech kmena s lokusem Pal.oc za pouziti oligonukleotidi Tim6 a
Struppi6. V piipadé sekvenace genu tcdC jsme pouzili oligonukleotidy C1 a C2, pomoci
kterych jsme amplifikovali cely gen. U kment, u kterych nebyla ¢ast genu tcdC
detekovana, jsme provedli PCR s oligonukleotidy Lok3 a Lokl1. Tyto oligonukleotidy
nasedaji na sekvence DNA obklopujici PaLoc. Specificky PCR produkt vznikne u
kment, kterym tento lokus chybi, v opacném ptipadé je oblast pro amplifikaci ptili§
dlouha (BRAUN et al. 1996). K PCR s oligonukleotidy Lok3 a Lokl jsme zpétné
pfistoupili také u kment, u kterych jsme nebyli schopni stanovit toxinotyp nebo jsme u

nich detekovali ribotyp asociovany s nepatogennimi kmeny

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci genu cdd3:

SloZeni reakéni smési Mnozstvi Krok Teplota (°C) Cas
cdd3 (30 plireakee) 1 | Pocatecni denaturace 94 5
H,0 35,875 2 Denaturace 94 45"

10 x pufr Taq (NH,),SO,

3 Hybridizace 52 1
MgCl, (25 mM)

5
) 5 oligonukleotidii
dNTP (10 mM mix) 1 4 | Elongace 72 I
T1m6' (10 pmol/pl) 1 5 Findlni elongace 72 10°
Struppi6 (10 pmol/ul) 1 Kroky 2-4 opakovany 30 x
Taq (5U/ul) 0,125
Mnozstvi pfidané DNA 1
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Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci ¢asti genu tcdC:

SloZeni reakéni smési
¢ast tcdC

Mnozstvi
(50 pl/reakce)

H,0

35,875

10 x pufr Taq (NH,),SO,

MgCl, (25 mM)

dNTP (10 mM mix)

Tim2 (10 pmol/ul)

Struppi2 (10 pmol/pl)

Taq (5U/ul)

Mnozstvi pfidané DNA

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci celého genu tcdC:

SloZeni reakéni smési Mnozstvi
cely tcdC (50 pl/reakce)

H,0 37,8
10 x pufr Taq KCI 3
MgCl, (25 mM) 5
dNTP (10 mM mix) 1
C1 (10 pmol/pul) 1
C2 (10 pmol/pul) 1

Taq (5U/ul) 0,2
Mnozstvi pfidané DNA 1

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci oblasti Lok3/Lok1:

SloZeni reakéni smési
Lok3/1

Mnozstvi
(50 pl/reakce)

H,0

35,875

10 x pufr Taq (NH,),SO,

MgCl, (25 mM)

dNTP (10 mM mix)

Lok3 (10 pmol/ul)

Lokl (10 pmol/ul)

Krok Teplota (°C) Cas
1 Pocate¢ni denaturace 94 5’
2 Denaturace 94 45"
3 Hybridizace 52 1’
oligonukleotidti
4 Elongace 72 1’
5 Finalni elongace 72 10’
Kroky 2-4 opakovany 30 x
Krok Teplota (°C) | Cas
1 Pocate¢ni denaturace 95 5
2 Denaturace 95 1’
3 Hybridizace 52 1’
oligonukleotid
4 Elongace 72 1’
5 Finalni elongace 72 10
Kroky 2-4 opakovany 35 x
Krok Teplota (°C) | Cas
1 Pocate¢ni denaturace 94 5’
2 Denaturace 94 45"
3 Hybridizace 52 1’
oligonukleotid
4 Elongace 72 1’
5 Finalni elongace 72 10°

Taq (5U/ul)

Kroky 2-4 opakovany 30 x

Mnozstvi pfidané DNA
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3.2.5.2 PCR toxinotypizace

Toxinotypizace spociva v amplifikaci variabilnich useki A3 a Bl v genech

kodujicich toxiny A a B. V pfipadé nejednoznacnych vysledkid jsme dodatecné

amplifikovali i usek Al genu tcdA (RUPNIK et al. 1997).

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci fragmentu A3 genu tcdA:

Krok Teplota (°C) | Cas
1 Pocate¢ni denaturace 93 5
2 Hybridizace
oligonukleotidii + 47 8’
Elongace
3 Denaturace 72 3
4 Finalni elongace 47 10

Kroky 2-3 opakovany 35 x

SloZeni reakéni smési Mnozstvi
A3 (50 pl/reakce)

H,0 27,84
10 x pufr Taq (NH,4),SO, 5
MgCl, (25 mM) 4
TMA (1ImM) 5
dNTP (10 mM mix) 1
A4N (10 pmol/pl) 1
A3C (10 pmol/pl) 1

Taq (5U/ul) 0,16
Mnozstvi pfidané DNA 5

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci fragmentu B1 genu tcdB:

Krok Teplota (°C) | Cas
1 Pocate¢ni denaturace 93 5
2 Hybridizace
oligonukleotidi + 47 8’
Elongace
3 Denaturace 72 3
4 Finalni elongace 47 10°

Kroky 2-3 opakovany 30 x

SloZeni reakéni smési Mnozstvi
Bl (50 pl/reakce)

H,0 34,84
10 x pufr Taq (NH,),SO, 5
MgCl; (25 mM) 4
dNTP (10 mM mix) 1
A4N (10 pmol/ul) 1
A3C (10 pmol/pl) 1

Taq (5U/ul) 0,16
Mnozstvi pfidané DNA 3

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci fragmentit A1 genu tcdA:

Krok Teplota (°C) | Cas
1 Pocate¢ni denaturace 93 5
2 Hybridizace
oligonukleotida + 56 8
Elongace
3 Denaturace 72 37
4 Finalni elongace 56 10’

Kroky 2-3 opakovany 30 x

SloZeni reakéni smési MnoZstvi
AlaA2 (50 pl/reakce)

H,0 34,8
10 x pufr Taq (NH,),SO, 5
MgCl, (25 mM) 4
dNTP (10 mM mix) 1
A2N (10 pmol/ul) 1
A1C (10 pmol/ul) 1

Taq (5U/ul) 0,2
Mnozstvi pfidané DNA 3
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3.2.5.3 Detekce bindrniho toxinu

Binarni toxin je kodovan geny cdtA a cdtB v oblasti nazyvané CdtLoc. VSechny
znamé kmeny C. difficile nesouci CdtLoc koduji oba tyto geny, proto se k detekci
binarniho toxinu amplifikuje pouze ¢ast genu tcdB (STUBBS et al. 2000).

Slozent reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci fragmentu genu cdtB:

Slozeni reak¢éni smési Mnozstvi Krok Teplota (°C) Cas
cdtB (50 pl/reakce) 1 Pocate¢ni denaturace 94 5
H,0 35,875 2 | Denaturace 94 45"
10 x pufr Tag (NH,),SO,4 > 3 | Hybridizace 52 I
MgCl, (25 mM) > oligonukleotidii
dNTP (10 mM mix) 1 4 Elongace 72 I
Bth+ (10 pmol/ul) 1 5 | Finalni elongace 72 10°
Btb- (10 pmol/pl) 1 Kroky 2-4 opakovany 30 x
Taq (5U/ul) 0,125
Mnozstvi pfidané DNA 1

3.2.5.4 PCR Ribotypizace

Variabilitu kmend jsme dale sledovali pomoci PCR ribotypizace (BIDET et al.
1999). V piipadé analyzy ribotypti pomoci kapilarni gelové elektroforézy byla k PCR
amplifikaci pouzita DNA polymeraza Pfu (Pyrococcus furiosus), ktera na rozdil od
polymerazy Taq (Thermus aquaticus) nevytvati na 3 konci DNA adeninové piesahy, a
dale oligonukleotidy Ribo23S a fluorescenéné znacené oligonukleotidy Ribol16S (D4

nebo FAM) fedéné s neznacenymi v poméru 1:2.

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci 16S-23S mezernikové oblasti:

SloZeni reakéni smési Mnozstvi Krok Teplota (°C) Cas
RiboPfu (50 plireakee) 1 Pocate¢ni denaturace 95 5
H,0 32 2 Denaturace 95 1’
10 x pufr Pfu (NH,4),SO, 5 3 Hybridizace - ]
Mg SO, (25 mM) 3 oligonukleotidii !
dNTP (10 mM mix) 1 4 | Elongace 72 8
R!b0165 (50 pmol/ul) 1 5 Finalni elongace 72 10’
Ribo23S (50 pmol/ul) 1 Kroky 2-4 opakovany 33 x
Pfu (2,5U/ul) 1
Mnozstvi ptidané DNA 3
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3.2.5.5 PCR MLVA

Metoda MLVA je zaloZena na amplifikaci 7 tandemovych repetic v genomu C.
difficile: A6cd, B7cd, Cécd, E7cd, F3cd, G8cd a H9cd. Pro naslednou analyzu na
kapilarni gelové elektroforéze byl jeden z oligonukleotidii pouzity v PCR reakci vzdy
fluorescencné znaCen a fedén s pfisluSnym neznaCenym oligonukleotidem

V nasledujicim poméru:

Oligonukleotid AbcdF B7cdF CécdF E7cdF F3cdF G8cdF H9cdF
(znaceni) (D2) (D4) (D2) (D3) (D4) (D2) (D3)
Znacené 1 1 1 1 1 1 1

Neznacené 0 2 0 2 1 4 4

Slozeni reakcni smési a podminky PCR pro amplifikaci tandemovych repetic A-H:

SloZeni reakéni smési MnoZstvi Krok Teplota (°C) Cas
MLVA (50 plreakce) 1 | Pocateéni denaturace 95 5
H.0 33,75 2 | Denaturace 94 307
10 x pufr Taq KCI S 3 Hybridizace 51 307"
Mg Cl, (25 mM) 6 oligonukleotidi
dNTP (10 mM mix) 1 4 | Elongace 72 2
Oligonukleotid F 1 5 | Finalni elongace 72 10
(10 pmol/jl) Kroky 2-4 opakovany 35 x
Oligonukleotid R 1
(10 pmol/pl)
Taq (5U/ul) 0,25
MnoZstvi pfidané DNA 2

3.2.6 STEPENI FRAGMENTU A3 A B1 RESTRIKCNIMI ENDONUKLEAZAMI

Restrikéni endonukleazy (RE) jsou enzymy rozezndvajici specifické sekvence
dvoufetézcové DNA (dsDNA), které §tépi v obou vlaknech za vzniku fragmenti s
pfesné definovanymi konci.

Amplifikované fragmenty A3 a Bl jsme $tépili pomoci enzymt EcoRI (A3) a
Hincll a Accl (B1) (RUPNIK et al. 1997). Pti stépeni fragmentu A3 jsme 5 pl reakéni
smési (4 pl H20 + 1 pl pufru R + 0,2 pl EcoRI) ptidali k 15 pl produktu PCR. Fragment
B1 jsme §tépili pomoci dvou RE ve dvou oddélenych reakcich, u obou reakci jsme 10 pl
reakéni smési (8 ul H20 + 2 pl pufru Tango / pufr B + 0,2 ul Hincll / Accl) ptidali k 15

ul produktu PCR. Takto pfipravené smési jsme nechali §tépit pies noc pii 37°C.
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3.2.7 AGAROZOVA GELOVA ELEKTROFOREZA

Agardzova gelova elektroforéza je bézné pouzivana separani metoda, ktera déli
makromolekuly na zakladé jejich rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém
poli. Rychlost pohybu délenych molekul zavisi na jejich molekulové hmotnosti a
konformaci, na koncentraci gelu, pouzitém napéti a na sloZeni elektroforetického pufru.
Velikost fragmentt je odvozena srovnanim se Sou¢asné separovanym standardem.

Produkty PCR, popiipadé jejich St€pené fragmenty, jsme analyzovali pomoci
horizontalni agarozové elektroforézy s pufrem TBE. Pouzivali jsme 1-3% agar6zovy
gel, do kterého jsme piidavali barvu GelRed (10000x), ktera nam umoznila detekci
DNA fragmentt v UV svétle. Vzorky DNA (5-10 ul) jsme nanaseli spolu s nanasecim
pufrem (6x Loading Dye Solution) v poméru 1:6. Soucasti tohoto pufru jsou barviva
bromfenolova modf a xylen-cyanol FF, které pomahaji sledovat rychlost migrace DNA
v gelu, dale glycerol zajistujici klesnuti vzorku na dno jamky a chelata¢ni ¢inidlo
EDTA. Separace DNA fragmentti probihala pii napéti 5 V/em®. Vysledky separace
DNA jsme vizualizovali pomoci UV transiluminatoru a vyfotili pro archivaci.

U toxinotypizace jsme podle fotografie agar6zového gelu (1%) piitadili vzorkiim
jednotlivé toxinotypy na zakladé srovnani s toxinotypy vzorovymi (http://www.mf.uni-
mb.si/tox/). U ribotypizace a MLVA slouzila agarézova gelova elektroforéza jako

kontrola pted kapilarni gelovou elektroforézou.
3.2.8 KAPILARNI GELOVA ELEKTROFOREZA

V kapilarni gelové elektroforéze se separace provadi v kapilafe naplnéné gelem a
makromolekuly se, podobné jako u bézné horizontalni gelové elektroforézy, déli podle
své molekulové hmotnosti. Detektor postupné zaznamendva prichod jednotlivych
fluorescenéné¢ znaCenych fragmentli a standardu kapilarou a prifazuje jim urcité
velikosti. Dokdze mezi jednotlivymi fragmenty rozliSit rozdily 1 jednoho nukleotidu.
Pro analyzu PCR ribotypizace jsme vyuzili kapilarni DNA sekvenatory CEQ 8000
(Beckman Coulter) a ABI PRISM 3130xI (Applied Biosystems), pro analyzu MLVA
pouze sekvenator CEQ 8000 (Beckman Coulter).

3.2.8.1 Kapildarni gelova elektroforéza - ribotypizace

V piipadé analyzy pomoci sekvenatoru CEQ 8000 jsme v mikrotitraéni desti¢ce
smichali 40 pl SLS a 0,5 ul standardu (DNA Size Standard Kit 600BP). SLS (Beckman
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Coulter) je deionizovany formamid, ktery ptisobi jako denatura¢ni ¢inidlo. Produkt PCR
jsme fedili s vodou v poméru 1:14 a 0,5 pl vzorku jsme ptidali k roztoku standardu v
SLS. Po promichani jsme vzorek piekryli kapkou mineralniho oleje. Takto piipravené
vzorky jsme separovali pomoci kapilarniho sekvenatoru CEQ 8000 s osmi kapilarami o
délce 50 cm, podminky separace byly nésledujici: denaturace vzorki pred
elektroforézou - 90°C, 120 s; naneseni vzorku do kapilary — 2 kV, 30 s; parametry
separace — 4,8 kV, 60 min, teplota kapilary 50°C (program Frag-4). Generovana data
jsme vyhodnotili pomoci programu CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman
Coulter).

Analyza pomoci sekvenatoru ABI PRISM 3130x1 byla provedena ve Stiedisku
sekvenovani DNA v Mikrobiologickém tustavu AV CR. K separaci ribotypi byly
pouzity kapilary dlouhé 50 cm s polymerem POP-7 (Applied Biosystems) a standard
Liz1200 (Applied Biosystems).

Pomoci internetové aplikace WEBRIBO (http://webribo.ages.at) jsme jednotlivym

ribotyptim pfifadili mezindrodni oznaceni.

3.2.8.2 Kapilarni gelova elektroforéza - MLVA

K analyze MLVA jsme pouzili sekvenator CEQ 8000, postup separace byl
obdobny jako v kapitole 3.2.8.1, stim rozdilem, Zze jsme vice fragmentt PCR
oznacenych riznymi fluorescen¢nimi znackami spojili do jedné reakce. Konkrétné jsme
spoleéné separovali amplikony A6 a B7, C6 a E7, a F3, G8 a H9. Redéni produkti PCR
pfi této kombinaci bylo nasledujici: (1) 13 ul HoO +6 ul A6 + 1 ul B7; (2) 10 ul H,O +
6ulC6+1ulE7;,3)19ul H)O+2 ul F3+ 1 pl G8 + 1 pl HO.

U referen¢nich kmeni toxinotypt IIIb a VIII jsme pocet tandemovych repetic ve
sledovanych lokusech stanovili sekvenovanim pfislusnych fragmenti DNA. U zbylych
kmeni byly pocety tandemovych repetic vypocitany na zéklad€ velikosti pfislusnych

fragmentti DNA.
3.2.9 SHLUKOVA ANALYZA MLVA

Shlukova analyza je statistickd metoda tfidici objekty do skupin (shlukl) tak, aby
si objekty ndleZici do stejné skupiny byly na zéklad¢ zadanych znakidi podobnéjsi nez
objekty z rtuznych skupin (HILL a LEWICKI 2007). Pocty repetic v jednotlivych
lokusech jsme zadali do programu BioNumerics (Applied Maths) a provedli jsme
shlukovou analyzu dle BROUKHANSKI et al. (2011). Ke kvantitativnimu vyjadfeni
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podobnosti jsme pouzili Manhattanskou metriku. Hierarchické shlukovani bylo
provedeno na zakladé Wardovy metody (HILL a LEWICKI 2007). Za klonalni jsme
povazovali takové skupiny, jejichz podobnost byla nejméné 95 % (BROUKHANSKI et
al. 2011).

3.2.10 PRIPRAVA PRODUKTU DNA NA SEKVENACI

Pro tucely sekvenace jsme fragmenty DNA separované v agar6zovém gelu
izolovali pomoci komer¢ni soupravy MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) podle
pokyntit od vyrobce. Sekvenace byla provedena pomoci sekvenatoru ABI PRISM
3130xI ve Stiedisku sekvenovani DNA v Mikrobiologickém tistavu AV CR. Ziskana
data jsme analyzovali pomoci programu Sequence Scanner Software v1.0 (Applied
Biosystems). V piipadé genu tcdC jsme sekvence porovnavali s osekvenovanym
genomem C. difficile kmene VPI 10463, v piipadé lokusi A6cd, B7cd, Céed, E7cd,
F3cd, G8cd a H9cd s genomem kmenu C. difficile 630 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi).
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4 \/YSLEDKY

4.1 VYSKYT C. DIFFICILE

V letech 2008-2011 jsme sledovali vyskyt CDAD ve VSeobecné fakultni
nemocnici (VFN), v letech 2009-2011 na poliklinice Barrandov (PB) a v letech 2010-
2011 také ve fakultni Thomayerové nemocnici (FTN) a fakultni nemocnici Na Bulovce
(FNB). Celkem jsme za mezi lety 2008 a 2011 obdrzeli k analyze 313 bakterialnich
kment, z toho 38 kmenti pochazelo z VFN, 142 z FTN, 116 z FNB a 17 z PB (Tab. 4).

Z 313 bakterialnich sporovych suspenzi jsme celkem izolovali 291 kment C.

difficile, coz jsme prokazali amplifikaci druhové specifického genu cdd3 pomoci PCR

(BRAUN et al. 1996). Devatenact kment se nam nepodafilo ozivit. U 3 vzorkl se ndm

opakované gen cdd3 amplifikovat nepodafilo, pravdépodobné se tudiz o C. difficile

nejednalo a vzorky byly z dalsich analyz vytazeny (Tab. 4). Dvacet vzorki pochazelo

od pacientl, ktefi byly na pfitomnost C. difficile ve stolici testovani opakované

V pribéhu 2-41 dni po prvnim testovani.

VEN | FTN | FNB PB Celkem
Pocet obdrzenych kment 38 142 116 17 313
Pocet kmenti C. difficile 36 140 102 13 291
Pocet kmenti bez detekovanych genti C. difficile 1 1 0 1 3
Podet neozivenych kmenti 1 1 14 3 19

Tab. 4: Poéty kmenii obdrzenych k analyze z jednotlivych nemocnic.
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4.2 DIAGNOSTIKA C. DIFFICILE NA KLINICKYCH PRACOVISTICH

Ve FTN byly v letech 2010-2011 k diagnostice C. difficile pouzivany komer¢ni
soupravy Rapid C. difficille TOX A & B (DiaMondial) a C. difficile Quik Chek
Complete (TechLab). Vysledky téchto testi nebyly znamy u 52 kmend. Pouze u 1
z kultivovanych kment nebyla ve stolici detekovana pritomnost GDH ani toxint (Tab.
5).

Ve FNB byla v roce 2010 pouzivana diagnosticka souprava VIDAS Clostridium
difficile A & B (bioM¢érieux), v roce 2011 byly pouzivany testy C. difficile Quik Chek
Complete (TechLab) a VIDAS Clostridium difficile A & B (bioMérieux).
K molekularni typizaci jsme obdrzeli vSechny kmeny, u kterych byla detekovana

pritomnost GDH (Tab. 5). Vysledky diagnostickych testl nebyly znamy u 8 kmend.

Udaje o vysledcich diagnostickych testi z VFN nejsou dostupné. Na PB byla

diagnostika C. difficile zaloZzena pouze na kultiva¢nim vySetieni stolice.

Nemocnice FTN FNB
2010 2011
Diagnosticka | Rapid C. difficile | C. difficile Quik ) Vidas C. difficile
souprava TOXA&B Chek Complete Vidas C. A&B+C.
difficile A& B difficile Quik

Chek Complete
Tox+ 16 - 37 R
Tox- 23 - 0 N
GDH+Tox+ - 14 37
GDH+Tox- - 34 - 20
GDH-Tox- - 1 - 0

Tab. 5: Diagnostika C. difficle ve FTN a FNB. Tox+ = toxiny byly detekovany, Tox- = toxiny

nebyly detekovany, GDH+ = glutamat dehydrogenaza byla detekovana, GDH- = glutamat dehydrogenaza

nebyla detekovana.
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4.3 MOLEKULARNI DIAGNOSTIKA C. DIFFICILE

Z 291 analyzovanych kment C. difficile jsme u 192 (66 %) amplifikovali ¢ast

genu tcdC, amplifikace useku Lok3/Lok1 nebyla u téchto kment provedena. U zbylych

99 kment (34 %) se Gsek Lok3/Lokl1 amplifikovat podatilo. U 41 kment jsme pomoci
PCR amplifikovali jak tisek Lok3/Lokl, tak i ¢ast nékterého z gent tcdC, nebo tcdA a

tcdB (amplifikovany pfi toxinotypizaci). U 3 kmenu jsme detekovali tisek Lok3/Lokl i

Casti vSech tii gent (tcdC, tcdA a tcdB) typickych pro oblast PalLoc. (Tab. 6).

Gen tcdC Geny pro toxiny Lok3/Lok1 pozitivni Lok3/Lok1 netestovano

Tox++ 3 192

tcdC+ Tox+- 9 0
Tox-- 9 0
Tox++ 2 0

tcdC- Tox+- 18 0
ToX-- 58 0

Celkem (%) 99 (34) 192 (66)

Tab. 6: Amplifikace ¢asti lokusu PaLoc a dseku Lok3/Lokl. V tabulce jsou uvedeny vysledky

amplifikace ¢asti gent tcdC, genti pro toxiny a useku Lok3/Lok1 pomoci PCR. V ptipadé gent pro toxiny

bylo rozliseno, zda se podatilo amplifikovat ¢asti obou gent (Tox++), pouze jednoho genu (Tox+-) nebo

ani jednoho z genti (Tox--).
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4.4 TOXINOTYPIZACE

Pomoci toxinotypizace jsme sledovali variabilitu v genech kédujicich toxiny A a
B (RUPNIK et al. 1998). Amplifikované fragmenty A3 (Obr. 7) a B1 (Obr. 8) gent
tcdA a tcdB jsme stépili enzymy EcoRI (A3), Hincll a Accl (B1) a na zakladé rozdilt
délek Stépenych fragmentd jsme vzorkum piifadili toxinotypy (Tab. 7). Pro rozliSeni
toxinotypt IX a XXIII, které¢ maji shodné restrikéni profily fragmenti A3 a BI, jsme
amplifikovali také fragment Al genu tcdA. Toxinotyp XXIII ma fragment A1 delsi diky
inzerci mobilniho genetického elementu ISTronu o velikosti 2 kb (BRAUN et al. 2000)
(Obr. 9).

A B

= X/
M 0 II IV V VI VII xXxm 0 o IV VvV VI vio xximm XII M

6000 bp

L
[

S 3000 bp
2000p

15000p

Obr. 7: Toxinotypizace — A3. A) Amplifikované fragmenty A3 pted restrikci, B) restrikéni
profily fragmentii A3 u 9 detekovanych toxinotypt. Fragmenty byly $tépeny enzymem EcCORI. Recké

Cislice reprezentuji jednotlivé toxinotypy, arabské Cislice typy restrikénich profilt. Identifikovali jsme 5

restrikénich profila fragmentu A3. M = DNA standard 1 kb.
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Obr. 8: Toxinotypizace — Bl. Restrikéni profily fragmentu B1 u 9 detekovanych toxinotypu.

Fragmenty Bl byly §tépeny enzymy Hincll (H) a Accl (A). Recké &islice reprezentuji jednotlivé

toxinotypy, arabské Cislice typy restrikénich profilt. Identifikovali jsme 6 restrikénich profild. M = DNA

standard 1 kb.
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Obr. 9: Srovnani fragmentu Al u toxinotypa XXIII a IX. Toxinotyp XXIII ma fragment Al

delsi diky pfitomnosti mobilniho genetického elementu ISTronu.

Toxinotyp | Produkce toxini Typ A3 Typ B1 Poznamka

0 A'B* 1 1
Il A'B” 2 4
v A'B* 2 2
\Y A'B” 8 3
\4 A'B* 5 3

VI AB* 7 5
IX A'B" 2 5 Kratsi fragment Al nez XXIII

XX /A\JrBJr 2 5 Delsi fragment Al nez IX

Tab. 7: Produkce toxini a typy restrikénich profili fragmenti A3 a B1 charakteristické pro

jednotlivé toxinotypy.
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Toxinotyp nebyl stanoven u 99 kment, u kterych se podafilo amplifikovat Gsek
Lok3/Lok1. Zbylych 192 kment C. difficile jsme zatadili do 8 rGznych toxinotypi: 0,
I, 1v, V, VI, VI, IX, a XXIIl (Tab. 8). Aby nedochazelo k duplicité dat, bylo
Z nasledujici analyzy toxinotypl zpétn¢ vyfazeno 18 kment, které byly opakované
izolovany z jednoho pacienta a shodovaly se v toxinotypu i ribotypu. Po vyfazeni
duplicit byl toxinotyp pfifazen 180 kmenim. Nejbéznéjsim toxinotypem byl toxinotyp
0, ktery byl detekovan u 93 ze 180 izolatd (51,7 %). Druhym nejbéznéjSim toxinotypem
detekovanym u 57 izolath (31,7 %) byl toxinotyp VIII, pro ktery je charakteristické
zkracena forma genu tcdA, jejiz exprese nevede k tvorbé funkéniho toxinu (tzv. A/B”
kmeny). Ve VFN reprezentoval tento toxinotyp 50 % kment, u kterych byly toxinotypy
stanoveny. U 20 ze 180 kment (11,1 %) byl detekovan toxinotyp III. Zbylé toxinotypy
byly zastoupeny v mensi mife (2-3 kmeny), v piipadé toxinotypu XXIII se jednalo

pouze o jeden kmen. Nejvétsi variabilita toxinotypt jsme zaznamenali ve FNB (Tab. 8).

Toxinotyp Zdravotnické zarizeni (%)

VFEN FTN FNB PB Celkem
0 14 (38,9) 32 (25,6) | 47 (47,6) - 93 (34,1)

il 3(8,3) 4(3,2) 13 (13,1) - 20 (7,3)

v - 1(0,8) 2 (2,0) - 3(1,1)

\YJ - - 2 (2,0) - 2(0,7)

Vi - - 2 (2,0 - 2(0,7)
VIl 17 (47,2) 20 (16,0) 20 (20,2) - 57 (20,9)
IX - 1(0,8) 1(1,0) - 2(0,7)

XXI111 - - 1(1,0) - 1(0,4)
Nezatazené kmeny 2 (5,6) 67 (53,6) 11 (11,1) 13 (100) | 93 (34,1)

Tab. 8: Zastoupeni toxinotypu v jednotlivych zdravotnickych zafizenich. V zavorce je

uvedeno pomérné zastoupeni toxinotypu v procentech.
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4.5 DETEKCE BINARNIHO TOXINU

Pomoci PCR jsme sledovali, zda izolované kmeny nesou c¢ast genu cdtB
kodujiciho vazebnou a transportni podjednotku binarniho toxinu (STUBBS et al. 2000).
Tento fragment binarniho toxinu se podatilo amplifikovat u 30 ze 180 kmenti, u kterych

byly stanoveny toxinotypy (16,7 %). Jednalo se o vSechny kmeny patfici do toxinotypt
I, 1V, V, VI, IX a XXIII.
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4.6 RIBOTYPIZACE

Ribotypizace je zalozena na elektroforetické separaci amplifikovanych
polymorfnich sekvenci, které se nachazeji mezi konzervovanymi geny kédujicimi 16S a
23S rRNA (BIDET et al. 1999). Mezernikové 16S-23S sekvence jsme separovali
pomoci kapilarni gelové elektroforézy (INDRA et al. 2008).

Pro analyzu pomoci kapilarni gelové elektroforézy jsme méli k dispozici dva
sekvenatory, CEQ 8000 (Beckman Coulter) a ABI PRISM 3130xI (Applied
Biosystems). Nejprve jsme se zaméfili na srovnani dat generovanych obéma
sekvenatory. Namétené velikosti fragmenti DNA stejnych vzorkl se navzijem lisily a
tyto rozdily se projevily 1 pfi srovnani naSich dat s daty uloZzenymi v databazi
WEBRIBO generovanymi sekvenatorem ABI 310 (Applied Biosystems). Nejvétsi
rozdil (4,4 bp) mezi sekvenatorem CEQ 8000 a ABI 310 jsme zaznamenali u fragmentu
o velikosti 486,3 bp (ribotyp 014/8), nejmensi rozdil (0,1 bp) byl u fragmenti o
velikosti 233,6 bp (ribotyp 017/1) a 327,1 bp (ribotyp 414). Pfi porovnani dat
generovanych sekvenatorem ABI PRISM 3130xI| a ABI 310 byl nejvétsi rozdil (8,3 bp)
zjistén u fragmentl o velikosti 482,5 bp (ribotyp 014/8) a 543,5 (ribotyp 014/8),
nejmensi rozdil byl 2,6 bp u fragmentu o velikosti 367,4 bp (ribotyp 414). Pomoci
automatického kapilarniho sekvenatoru CEQ 8000 jsme u vSech porovnavanych
ribotypt zaznamenali mens$i odchylky od dat ziskanych sekvenatorem ABI 310, proto
jsme tento sekvenator zvolili pro analyzu vSech zkoumanych vzorka C. difficile (Tab.
9).

Velikosti detekovanych fragmentii se pohybovaly v rozmezi 225,5 — 667,2 kb.
Pomoci internetové aplikace WEBRIBO (http://webribo.ages.at) bylo jednotlivym
vzorkiim pfifazen0 mezinarodni oznaceni. V ptipadé identifikace nového ribotypu byl
vysledek potvrzen autorem aplikace WEBRIBO, Alexanderem Indrou (AGES, Viden,
Rakousko). Pokud je za ¢Cislem ribotypu uvedena arabska Ccislice, jedna se o
mezinarodni oznaceni, které znac¢i velkou podobnost daného ribotypu s plivodnim
ribotypem (napt. 596 a 596/1). Pokud je za ¢islem ribotypu uvedena fimska Cislice, jsou
si tyto ribotypy podobné, ale odvozenému ribotypu nebylo doposud pfifazeno

mezinarodni oznaceni (napt. 596 a 596/1).
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Ribotyp 414
CEQ 8000 — ABI
ceqaoon | ARV | apisio | RO | PR | s
327,1 323,7 327,0 +0,1 -3,3 +3,4
3715 367,4 370,0 +1,5 -2,6 +4,1
446,1 441.,8 445,0 +1,1 -3,2 +4,3
552,0 545,2 550,0 +2,0 -4.8 +6,8
B
Ribotyp 002/2
ABI PRISM CEQ 8000 - ABI ABI PRISM CEQ 8000 - ABI
CEQ 8000 313051 ABI 310 Qe s1a Ao 310 3130x1
285,2 282,1 286,9 -1,7 -4.8 +3,1
287,4 283,6 288,6 -1,2 -5,0 +3,8
327,1 324,2 328,9 -1,8 -4.7 +2,9
329,4 326,3 331,2 -1,8 -4.9 +3,1
447 8 4438 450,0 -2,2 -6,2 +4,0
488,7 483,8 488,5 +0,2 -4.7 +49
546,6 541,4 546,8 -0,2 -5,4 +5,2
551,7 545,6 551,9 -0,2 -6,3 +6,1
C
Ribotyp 014/8
ABI PRISM CEQ 8000 - S CEQ 8000 —
CEQ 8000 231301 ABIB10 | CEQR A o ABIGI0 | PRISM 31300
235,1 231,2 234.,6 +0,5 -3,4 +3,9
237,2 233,2 236,6 +0,6 -3,4 +4,0
267,7 263,6 268,2 -0,5 -4.6 +4,1
306,9 303,6 308,3 -14 -4.7 +3,3
3270 3244 328,8 -1.8 -4.4 +2.6
486,3 4825 490,7 -4.4 -8,3 +3,8
527,6 523,5 529,4 -1.8 -5,9 +4,1
549,8 5435 551,8 -2,0 -8,3 +6,3
D
Ribotyp 017
ABI PRISM CEQ 8000 - S CEQ 8000 —
ceqaon | ABIPRISV [ g gy | cxotmosor [ oremin T esomor se
234,6 230,1 233,7 +0,9 -3,6 +4,5
267,3 263,3 268,1 -0,8 -4.8 +45
308,5 305,1 310,1 -1,6 -5,0 +3,4
365,0 363,4 368,1 -3,1 -4.7 +1,6
425.9 4217 426.,6 -0,7 -49 +4,2
428,1 4239 4285 -0,4 -4.6 +4,2
5473 542 .8 5491 -1,8 -6,3 +4.5
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Ribotyp 017/1

ceQeooo | A%PROM | apigio | ceomm s | seremey | e
233,6 230,1 233,7 -0,1 -3,6 +3,5
267,0 263,4 268,1 -1,1 -4.7 +3,6
308,8 305,3 310,1 -1,3 -4.8 +3,5
366,4 363,5 368,1 -1,7 -4.6 +2,9
425,6 421,8 426,6 -1,0 -4.8 +3,8
428,0 4240 428,5 -0,5 -4.5 +4,0
F

Ribotyp 027

ceQaonn | ASIERIM | amiaio | cseame-an | paenoy | cooste !
234,7 231,2 234,5 +0,2 -3,3 +3,5
267,3 263,6 268,3 -1,0 -4.7 +3,7
326,5 323,9 328,8 -2,3 -49 +2,6
328,7 326,0 330,9 -2,2 -49 +2,7
364,2 362,4 367,3 -3,1 -49 +1,8
426,1 4229 427,1 -1,0 -4,2 +3,2
448,3 443,9 4495 -1,2 -5,6 +4.4
549,0 543,5 549,5 -0,5 -6,0 +5,5
G

Ribotyp 087

ceQaoon | ABLPRISM [ ag g10 | cEQsoo-sst | nereriow | ceao e
234,5 231,3 234,7 -0,2 -3,4 +3,2
267,3 263,6 268,5 -1,2 -4.9 +3,7
304,8 302,0 306,2 -1,4 -4,2 +2,8
326,9 323,7 328,4 -1,5 -4.7 +3,2
386,0 384,5 388,0 -2,0 -3,5 +1,5
408,9 404,9 410,4 -1,5 -5,5 +4,0
489,8 4847 490,6 -0,8 -5,9 +5,1
548,7 544.1 549,5 -0,8 -5,4 +4.6

Tab. 9 A-G: Srovnani dat generovanych automatickymi kapilarnimi sekvenatory CEQ 8000
(Beckman Coulter), ABI PRISM 3130xI (Applied Biosystems) a ABI 310 (Applied Biosystems). V 1., 2.
a 3. sloupci jsou uvedeny délky fragmentt (bp) ziskané pomoci téchto sekvenatort. Ve 4. a 5. sloupci
jsou vypocitany rozdily dat, kterd jsme ziskali v rdmci nasi studie (CEQ 8000, respektive ABI PRISM
3130xl) s daty uloZenymi v databazi WEBRIBO (ABI 310). V 6. sloupci jsou vypocitany rozdily dat,
kterd jsme ziskali pomoci sekvenatordi CEQ 8000 a ABI PRISM 3130xl. Data ziskana automatickym
kapilarnim sekvenatorem CEQ 8000 se ve vSech piipadech vice shodovala s daty ziskanymi

sekvenatorem ABI 310.
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Mezi analyzovanymi kmeny jsme identifikovali 63 rGznych ribotypt.
Mezinarodni oznaceni bylo pfifazeno 43 ribotypim, 4 ribotypim bylo pfifazeno nase
interni oznaceni zalozené na podobnosti s ribotypem z databaze WEBRIBO a zbylych
16 ribotypu bylo unikatnich. Metoda ribotypizace vyborné korelovala s metodou
toxinotypizace, vSechny kmeny danych ribotypt jsme zatadili do stejnych toxinotypti.
Zastoupeni ribotypu v jednotlivych zdravotnickych zafizenich je shrnuto v tabulce Tab.
10. Nejvice kmena bylo izolovano v letech 2010 a 2011 ve FNB a FTN, proto je
v tabulce Tab. 11 uvedeno zastoupeni ribotypt V téchto nemocnicich v jednotlivych
letech. Aby nedochazelo k duplicité dat, bylo z nasledujici analyzy ribotypti zpétné
vyfazeno 18 kment, které byly opakované izolovany z jednoho pacienta a shodovaly se
V toxinotypu 1 ribotypu. U 2 pacientii byly pfi opakovaném testovani nalezeny kmeny,
které se na zdkladé molekularni typizace liSily. Oba tito pacienti pochazeli z FNB, na
piitomnost C. difficile ve stolici byli opakované testovani v prvnim piipadé po 27

dnech, ve druhém jiz po 2 dnech. Po vyfazeni duplicit byl ribotyp pfifazen 273

kmenum.
Ribotyp Zdravotnické zatizeni (%)

(toxinotyp) VFN FTN FNB PB Celkem
001(0) - 3(2,4) 3(3,0) - 6 (2,2)
001/4 (0) 1(2,8) - - - 1 (0,4)
002/2 (0) 3(8,2) 4(3,2) 4 (4,0) - 11 (4,0)
003 (0) - 2 (1,6) 1(1,0) - 3(1,1)
005 (0) 1(2,8) 2 (1,6) 1(1,0) - 4 (1,5)
010 (-) - 4(3,2) 1(1,0) 1(7,7) 6 (2,2)
012 (0) 3(8,2) 1(0,8) - - 4(1,5)
014/0 (0) 1(2,8) 7 (5,6) 4 (4,0) - 12 (4,4)
014/5 (0) - 1(0,8) - - 1 (0,4)
014/8 (0) 1(2,8) - - - 1 (0,4)
014/9 (0) - 1(0,8) - - 1(0,4)
017 (VIII) 8 (22,2) 12(9.6) | 18(18,2) - 38 (13,9)
017/1 (VIII) 9 (25,0) 7 (5,6) 2 (2,0) - 18 (6,6)
017/2 (VIII) - 1(0,8) - - 1 (0,4)
018 (0) - - 2 (2,0) - 2(0,7)
020 (0) 1(2,8) 2 (1,6) 2 (2,0) - 5 (1,8)
023 (IV) - 1(0,8) 2 (2,0) - 3(1,1)
029 (0) 1(2,8) 2 (1,6) 4 (4,0) - 7 (2,6)
031/1 (-) - - 1(1,0) - 1(0,4)
036/2 (I1X) - 1(0,8) - - 1 (0,4)
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049/1 (0) 1(1,0) 1(0,4)
053 (0) - 1(1,0) 1(0,4)
070 (0) 1(0,8) 2 (2,0) 3(1,1)
076 (0) - 1(1,0) 1(0,4)
076/2 (0) 1(0,8) - 1(0,4)
078 (V) - 2 (2,0 2 (0,7)
081 (0) 4 (4,0) 4 (1,5)
087/1 (0) - 1(1,0) 1(0,4)
087/1 (0) - 1(0,8) 1(1,0) 2 (0,7)
176 (111) 2 (5,6) 4(3,2) 13 (13,1) 19 (7,0)
413 (V1) - - 2 (2,0 2 (0,7)
433 (-) - 2(1,6) - 2 (0,7)
447 (1) 1(2,8) - 1(0,4)
500 (0) - - 1(1,0) 1(0,4)
538 (0) 1(0,8) - 1(0,4)
561 (XXIII) - - 1(1,0) - 1(0,4)
596 (-) 2 (5,6) 47 (37,6) 5(5,1) 10 (76,9) | 64 (23,4)
596/1 (-) - 1(0,8) - - 1(0,4)
596/1 (-) 4(3,2) - 4 (1,5)
561 (I1X) - - 1(1,0) 1(0,4)
624 (0) 1(2,8) - - 1(0,4)
625 (0) - 1(0,8) - 1(0,4)
626 (0) - - 1(1,0) 1(0,4)
Al-12 (0) 1(2,8) 2 (2,0) 3(1,1)
Al-9-1 (0) - - 2 (2,0 2 (0,7)
Al-34 () 1(0,8) 1(1,0) - 2 (0,7)
Al-61 () 5 (4,0) 2 (2,0 1(7,7) 8(2,9)
Unikatni

ribotypy 5 (4,0) 10 (10,6) 1(7,7) 16 (5,3)
Celkem 36 125 99 13 273

Tab. 10: Zastoupeni ribotypi v jednotlivych zdravotnickych zaFizenich. V zavorce je uvedeno

pomérné zastoupeni ribotypu v procentech.

Ribotyp FTN (%) FNB (%)
(toxinotyp) 2010 2011 2010 2011
001(0) 3(5.8) : 127 | 232
002/2 (0) : 4 (5,5) 12,7) 3 (4,8)
003 (0) : 2(2,7) - 1(1,6)
005 (0) 1(1,9) 1(14) 12,7) ;
010 (0) . 4 (5,5) - 1(1,6)
012 (0) ; 1(14) - ;
014/0 (0) 3(5,3) 4 (5,5) 12,7 3(4,8)
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014/5 (0) - 1(1,4)

014/9 (0) 1(19) i - i
017 (VIII) 10 (19,2) 2(2,7) 12 (32,5) 6 (9,7)
017/1 (VIII) 2 (3,8) 5 (6,3) 2 (5.,4) -
017/2 (VIII) 1(1,9) - -

018 (0) - - 2(54) -
020 (0) 2(2,7) - 2(3,2)
023 (1V) 1(1,4) 1(2,7) 1(1,6)
029 (0) 2(2,7) 1(2,7) 3(4,8
031/1 (-) - - - 1(1,6)
03612 (IX) 1(L9) i
04971 (0) i - 1(16)
053 (0) - 1(2,7) -
070 (0) 1(L4) 2 (5,4) i
076 (0) - - - 1(1,6)
076/2 (0) 1(L9) i
078 (V) - - 2(3.2)
081 (0) 2(5,4) 2(3,2)
087/1 (0) i 12.7) i
087/1 (0) 1(1,4) - 1(1,6)
176 (Ill) 4 (5,5) 127 | 12(19.4)
413 (V1) - 2 (5,4) -
233 () 22.7) -

464 (XII) - -
500 (0) - 1(1,6)
538 (0) 1(14) - i
561 (XXII) - - 1(2,7) -
596 (-) 21 (40,6) | 26 (35,6) 1(2,7) 4 (6,5)
596/1 () 1(1,9) - - -
596/1 (-) - 4 (5,5) -

561 (IX) i - 1(2,7)

625 (0) 1(19) -

626 (0) i 12.7) i
Al-12 (0) - 2 (3,2)
Al-9-1 (0) - 1(2,7) 1(1,6)
Al-34 (-) 1(1,9) - - 1(1,6)
Al-61 (-) 3(5,8) 2(2,7) - 2(3,2)
Unikatni ribotypy 2 (3,8) 3(4,1) 1(2,7) 9 (14,8)
Celkem 52 73 37 62

Tab. 11: Zastoupeni ribotypii ve FTN a FNB v letech 2010 a 2011. V zavorce je uvedeno

pomérné zastoupeni ribotypt v procentech.
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Ve vsech ttech prazskych fakultnich nemocnicich tvofily vyznamnou skupinu
kmeny toxinotypu VIII (A*/B") zahrnujici ribotypy 017 (13,9 %), 017/1 (6,6 %) a 017/2
(0,4 %). Ve VFN byly ribotypy 017 a 017,1 detekovany témét u poloviny izolovanych
kmena C. difficile (47,2 %) (Tab. 10). Ve FTN a FNB byl vyss§i vyskyt ribotyptu
patticich do toxinotypu VIII pozorovan v roce 2010 (24,9 % respektive 37,8 %), v roce
2011 zastoupeni téchto ribotypu kleslo (9,6 % respektive 9,7 %) (Tab. 11). Ve svété
hojné rozsiteny hypervirulentni ribotyp 027 se nam ani v jedné z nemocnic prokézat
nepodafilo. Ve VFN, FTN i FNB jsme detekovali ribotyp 176 (Tab. 10), ktery je typu
027 velmi podobny. Ribotypy 027 i 176 se proti referen¢nimu kmeni VPI 10463
vyznacuji shodnymi delecemi v regula¢nim genu tcdC, konkrétné deleci 18 nukleotidii
na pozicich 330-347 a deleci jednoho nukleotidu na pozici 117, coz jsme potvrdili
sekvenaci (Obr. 10). Oba ribotypy jsou si podobné i na zakladé¢ PCR ribotypizace,
ribotypu 176 chybi oproti 027 pouze jediny fragment (Obr. 11). V roce 2011 byl ribotyp
176 ve FNB nejcastéjsim ribotypem, vyskytoval se u 19,4 % kmenu (Tab. 11).
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Obr. 10: Srovnani sekvenci genu tcdC u kment ribotypt 027, 176 a VVP1 10463. Ribotyp 176

je reprezentovan kmenem Bul5557, ribotyp 027 je reprezentovan typovym kmenem toxinotypu IIIb,

sekvence referenéniho kmene VPI 10463 pochazi z databaze: http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Cervené jsou

oznaceny delece charakteristické pro ribotyp 027 a 176.
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Obr. 11: Srovnani chromatogrami ribotypta 027 a 176. Ribotyp 176 je reprezentovan kmenem

Bul5557, ribotyp 027 je reprezentovan typovym kmenem toxinotypu IIIb. DNA fragmenty jsou
zobrazeny modie (ribotyp 027: 234.59, 267.27, 326.65, 328.83, 364.57, 426.22, 448.52, 549,20; ribotyp
176: 234.41, 267.41, 326.96, 329.17, 365.21, 426.42, 448.65), DNA standard Cervené. Ribotypu 176
chybi oproti 027 fragment 0 velikosti 549,20 bp.
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Vyznamny je také ribotyp 596, ktery se vyskytoval u 23,4 % analyzovanych
kmenta C. difficile (Tab. 10). U téchto kmenti jsme pomoci PCR amplifikovali tsek
Lok3/Lok1, ktery je charakteristicky pro nepatogenni kmeny. Fragment Lok3/Lokl
jsme dale amplifikovali u v8ech kmenut patficich do ribotypt 010, 031/1, 433, 596/1,
596/1, Al-34, Al-61 a do 5 unikatnich ribotypt. Z téchto ribotypi jsou ribotypy 596,
010 a 031 v databazi WEBRIBO vedeny jako nepatogenni, u ostatnich neni informace o
patogenité znama.

Vyrazné rozdily v zastoupeni ribotypil jsme pozorovali mezi kmeny izolovanymi
Z pacientll mladsich a starSich 2 let. Zatimco u 95,8 % déti do 2 let jsme detekovali
kmeny, u kterych se podatilo amplifikovat tisek Lok3/Lok1 a nebyl stanoven toxinotyp,
u pacientu starSich 2 let ¢inily tyto kmeny pouze 12,4 %. Ve vétsiné epidemiologickych
studii jsou typizovany kmeny izolované z pacientil starSich 2 let. Abychom mohli data
porovnavat, zaméfili jsme se na zastoupeni ribotypt v této vékové skupin€. Z pacientli
starSich 2 let byly nejcastéji izolovany ribotypy 017 a 017/1 (27,2 %), 176 (9,4 %),
002/2 (5,4 %) a skupina podobnych ribotypt 014/0, 014/5, 014/8, 014/9 a 020 (9,4 %)
(Tab. 12).

Ribotyp Zdravotnické zarizeni (%)

(toxinotyp) VFN FTN FNB PB Celkem
001(0) - 3(4,1) 3(3,1) - 6 (3,0)
001/4 (0) 1(2,9) - - - 1 (0,5)
002/2 (0) 3(8,4) 4 (5,9) 4 (4,1) - 11 (5,4)
003 (0) - 2(2,9) 1(1,0) - 3(1,5)
005 (0) 1(2,9) 2 (2,9) 1(1,0) - 4(2,0)
010 (-) - 4 (5,9) 1(1,0) - 5(2,5)
012 (0) 3(8,4) - - - 3 (1,5)
014/0 (0) 1(2,9) 7 (10,3) 3(3,1) - 11 (5,4)
014/5 (0) - 1(1,5) - - 1(0,5)
014/8 (0) 1(2,9) - - - 1(0,5)
014/9 (0) - 1(1,5) - - 1(0,5)
017 (VIII) 8 (22,9 11 (16,2) | 18(18,6) - 37 (18,3)
017/1 (VIII) 9 (25,7) 7 (10,3) 2(2,1) - 18 (8,9)
017/2 (VIII) - 1(1,5) - - 1 (0,5)
018 (0) - - 2 (2,1) - 2 (1,0)
020 (0) 1(2,9) 2(2,9) 2 (2,1) - 5 (2,5)
023 (IV) - 1(1,5) 2 (2,1) - 3(1,5)
029 (0) 1(2,9) 2(2,9) 4 (4,1) - 7 (3,5)
031/1 (-) - - 1(1,0) - 1 (0,5)
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036/2 (IX) 1(1,5) - 1(0,5)
049/1 (0) - 1(1,0) 1(0,5)
053 (0) - 1(1,0) 1(0,5)
070 (0) 1(1,5) 2(2,1) 3(1,5)
076 (0) - 1(1,0) 1(0,5)
076/2 (0) 1(1,5) - 1(0,5)
078 (V) - 2(2,1) 2 (1,0)
081 (0) 4(4,1) 4 (2,0)
087/1 (0) - 1(1,0) 1(0,5)
087/1 (0) - 1(1,5) 1(1,0) 2(1,0)
176 (1) 2 (5,6) 4 (5,9) 13 (13,4) 19 (9,4)
413 (V1) - - 2(2,1) 2(1,0)
433 (-) - 1(1,5) - 1(0,5)
447 (1) 1(2,9) - 1(0,5)
500 (0) - - 1(1,0) 1(0,5)
538 (0) 1(1,5) - 1(0,5)
561 (XXIII) - - 1(1,0) - 1(0,5)
596 (-) 1(2,9) 2(2,9) 5(5,2) 1 (50) 9 (4,5)
596/1 (-) - 1(1,5) - - 1(0,5)
561 (I1X) - - 1(1,0) 1(0,5)
624 (0) 1(2,9) - - 1(0,5)
625 (0) - 1(1,5) - 1(0,5)
626 (0) - - 1(1,0) 1(0,5)
Al-12 (0) 1(2,9) 2(2,1) 3(1,5)
Al-9-1 (0) - - 2(2,1) 2 (1,0)
Al-34 () 1(1,5) 1(1,0) 2 (1,0)
Al-61 () 1(1,5) 1(1,0) 2 (1,0)
Unikatni

ribotypy 4 (5,9) 10 (10,4) 1 (50) 15(7,1)
Celkem 35 68 97 2 202

Tab. 12: Zastoupeni ribotypi izolovanych z pacientii starSich 2 let v jednotlivych

zdravotnickych zaFizenich.
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4.7 MLVA

Metoda je zaloZena na amplifikaci 7 tandemovych repetic v genomu C. difficile:
Ab6cd, B7cd, Céced, E7cd, F3cd, G8cd a H9cd a jejich nésledné fragmentacni analyze na
kapilarnim sekvenatoru (VAN DEN BERG et al. 2007). Pomoci metody MLVA jsme
typizovali kmeny izolované v letech 2008-2010, které patiily do skupin dvou nejvice
rozsitenych ribotypt 017, 017/1 a 017/2 a 596 a 596/1. Typizace byla uspésné
dokoncena u 41 z 44 kment paticich do ribotypt 017, 017/1 a 017/2 a u 24 z 35 kment
patticich do ribotypit 596 a 596/1. U zbylych kmenii se ndm nepodaftilo stanovit pocty
repetic ve vSech sledovanych lokusech.

U obou skupin kmenl vykazovala nejvétsi variabilitu repetice Cécd, kterd se
vyskytovala u izolatl patticich do ribotyp 017, 017/1 a 017/2 ve 12 riiznych alelach a u
izolatl patficich do ribotypt 596 a 596/1 v 7 alelach. U kment patiicich do ribotypt
596 a 596/1 byla variabilita vyssi také u repetice A6cd (6 alel). Naopak variabilita repetic
F3cd, G8cd a H9cd byla u obou skupin nizka, v piipadé repetice H9cd byl pocet kopii
(2) shodny u vsech analyzovanych izolati (Tab. 13). U vSech kment patficich do
ribotypt 017, 017/1 a 017/2 byl fragment nesouci repetice G8cd vétsi nez maximalni
rozliSovaci schopnost kapilarniho sekvenatoru (640 bp). Pfesny pocet kopii repetice
G8cd nebyl pro tyto kmeny stanoven, jednalo se o vice nez 63 opakovani. Z tohoto
divodu byl lokus G8cd u kment ribotypti 017, 017/1 a 017/2 vyrazen z nasledné

shlukové analyzy.

, Pocet kopii
Tanden_lova _ ) Celkem
repetice Ribo. 017, 017/1, 017/2 Ribo. 596 a 596/1 o
(= pocet alel)
Aécd 3,6 25, 26, 27, 28, 29, 30 3-30 (8)
B7cd 7,8,9,13 10, 11, 12, 13 7-13 (7)
18, 22, 23, 24, 25, 27, | 25, 26, 27, 28, 29, 30,

Céed 28,29, 30, 31, 32, 34 34 18-34 (13)
E7cd 8,9, 12 2,5 2-12 (5)
F3cd 6 5 5-6 (2)
G8cd >63 8 8, >63
H9cd 2 2 2 (1)

Tab. 13: MLVA. V tabulce jsou uvedeny jednotlivé alely reprezentujici poéty kopii tandemovych
repetic ve sledovanych lokusech pro dvé typizované skupiny ribotypu (017, 017/1, 017/2 a 596, 596/1).

Pocty repetic v jednotlivych lokusech jsme zadali do programu BioNumerics
(Applied Maths) a provedli jsme shlukovou analyzu. Pro vytvotfeni dendrogramu jsme
pouzili Manhattanskou metriku a Wardovu metodu hierarchického shlukovani
(BROUKHANSKI et al. 2011). V 5 pfipadech jsme zaznamenali Sifeni kment se
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shodnym profilem ramci jednotlivych klinik a oddéleni (kmeny Bull3, Bul27, kmeny
Bull6, Bul28, Bul40 a kmeny Bul31, Bul43 - Klinika infekénich, parazitarnich a
tropickych nemoci, FNB; kmeny FTN365, FTN944 - Pneumologicka klinika, FTN;
kmeny B93106, B93121 — II. Interni klinika, VEN). Shodné profily MLVA jsme ale
nalezli také u kment izolovanych na riznych klinikach ¢i v riznych nemocnicich (Obr.
12, Obr. 13). Za klonalni jsme povazovali takové skupiny, jejichz podobnost byla podle
Manhattanské metriky nejméné 95 % (BROUKHANSKI et al. 2011). Na zakladé
typizace pomoci MLVA jsme u kmend patficich do ribotypt 017, 017/1 a 017/2
identifikovali 5 klonalnich skupin, u kmentd patficich do ribotypt 596 a 596/1 jsme
identifikovali 4 klonalni skupiny. Kmeny ribotypi 596 a 596/1 byly ve sledovanych
lokusech vice homogenni neZ kmeny ribotypti 017, 017/1 a 017/2 (podobnost 88 %,
respektive 74 %). Ribotypy 017 a 017/1 (Obr. 12) ani ribotypy 596 a 596/1 (Obr. 13) se
pomoci MLVA od sebe odlisit nepodafilo.
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Obr. 12: Dendrogramy ribotypii 017, 017/1 a 017/2 zaloZeny na MLVA typizaci. Cervena ¢ara

znaci hranici podobnosti odliSujici klonalni kmeny (95 %).
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Obr. 13: Dendrogramy ribotypa 017, 017/1 a 017/2 zaloZeny na MLVA typizaci. Cervena &ara

znaci hranici podobnosti odliSujici klonalni kmeny (95 %).
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4.8 VYSKYT C. DIFFICILE U PRASAT

C. difficile patii mezi bakterie patogenni pro ¢lovéka i zvifata. Tato bakterie je
pokladana za hlavni pfi¢inu neonatdlnich prijmi selat (SONGER a ANDERSON
2006). Proto jsme provedli pilotni studii, jejimz cilem bylo izolovat C. difficile ze
stolice selat na ndhodn& vybrané farmé ve stfednich Cechach a nasledné provést
molekularni typizaci izolovanych kmenti (GOLDOVA et al. 2012).

Celkem jsme vysetfili 30 rektalnich vytéra selat z 15 vrhi, z kazdého vrhu byla
vybrana dvé selata. C. difficile jsme izolovali z 19 (63,3 %) vzorku, pficemz
kolonizovano bylo 80 % vrhi. Pouze 2 selata z 19 nakaZenych (10,5 %) trpéla prijmem,
u zbylych zvitat (89,5 %) se ptiznaky CDAD neprojevovaly, byla tedy kolonizovana
asymptomaticky (Tab. 14). Uginnost izolace C. difficile se vyrazné lisila u obou
zvolenych kultivacnich metod. Zatimco pomoci pfimé kultivace stéru z odbérového
tamponu na selektivni ptdé jsme C. difficile izolovali pouze ze 4 vzorku z 30 (13,3 %),
pii pouziti obohacovaci metody dle ZIDARIC et al. (2008) ¢inil zachyt 56,7 % (17/30).
Presto dva vzorky pozitivni pii piimé kultivaci byly negativni pii pouziti obohacovaci
metody (Tab. 14). Toxiny jsme pomoci komeréniho imunochromatografického testu
detekovali u vSech 19 izolovanych kmend (Obr. 14). Amplifikaci ¢asti genu cdd3 jsme
potvrdili, Ze se jedna o kmeny C. difficile, u v§ech vzorku se podafilo amplifikovat také
¢asti genu tcdC (BRAUN et al. 1996). Variabilni tseky gent tcdA a tcdB jsme nasledné
pomoci PCR amplifikovali pfi toxinotypizaci (RUPNIK et al. 1997) a vSechny izolaty
jsme shodné zafadili do toxinotypu 0 (tzv. A*/B* kmeny). Pomoci specifické PCR se
nam ani u jednoho z kment nepodafilo amplifikovat fragment genu cdtB kodujiciho
podjednotku binarniho toxinu (STUBBS et al. 2000). Shodny byl také ribotyp vsech
kment a v internetové aplikaci WEBRIBO (http://webribo.ages.at) mu bylo pfifazeno
oznaceni Al-12 (Obr. 15).
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C. diff Toxin A/B

Obr. 14: Imunochromatografické testy detekujici toxiny A a B (XPECT Clostridium difficile

Toxin A/B Test, Oxoid). Toxiny jsme detekovali u vSech 19 kmeni izolovanych ze stolice selat (levy

test) a nebyly detekovany pouze u negativni kontroly (pravy test).

‘i Selata kolonizovana C. diff.
Cislo vrhu Pocet 179 L Piima Obohacovaci Dett?k(ze Prijem
kmeni . toxinu
kultivace metoda
1 1 A - + -
2 1 - A + +
3 2 - A+B + -
4 2 A A+B + +
5 2 A A+B + -
6 2 A B + -
7 0 - - - -
8 1 - A + -
9 2 - A+B + -
10 1 - B + -
11 2 - A+B + -
12 1 - A + -
13 0 - - - -
14 0 - - - -
15 2 - A+B + -
Celkem 19 4 17 12 2

Tab. 14: Izolace C. difficile ze selat. Celkem jsme vySetfili selata z 15 vrhil, z kazdého vrhu byla

vybréana dvé selata oznacena jako A a B.
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Obr. 15: Chromatogram ribotypu Al-12 C. difficile. Fragmenty DNA (236.45, 265.15, 267.16,
287.5, 368.89, 446.87, 487.77, 547.62 a552.08 bp) jsou zobrazeny modie, DNA standard Cervené.

Ribotyp Al-12 jsme porovnali se 17 ribotypy, které byly také nalezeny u prasat
(KEEL et al. 2007, AVBERSEK et al. 2009, KEESSEN et al. 2011) a jsou ulozZeny
v databazi WEBRIBO. Ribotyp Al-12 ma specifické slozeni fragmentd, které jsou pfi
ribotypizaci amplifikovany, a neni podobny Zadnému z prasecich izolata (Tab. 15, A-
C). Nejpodobnéjsi jsou ribotypy 005 a 015, které se s ribotypem Al-12 shoduji ve 4 z 9
fragmenti DNA. Naopak s ribotypy 045, 066, 078 a 126 se ribotyp Al-12 shoduje

pouze v jediném fragmentu, ve vSech ptipadech se jedna o fragment o velikosti 447-448
bp (Tab. 15, A-C).
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Al-12 001 005 014 023 029 078
236,45 | 222,63 | 267,19 | 23491 | 23431 | 26312 | 306,32
26515 | 230,36 | PBAA4 | 236,96 | 267,23 | 267,17 | 326,93
267,16 | 234,47 | 306,79 | 267,30 | 28481 | 322,11 | 329,42
261,04 | 326,77 | 306,71 | 326,85 | 326,13 | 371,70
368,89 | 2654 | 32884 | 308,77 | 329,13 | 38545 | 373,87
TRy | 327,01 | 42828 | 326,35 | 386,09 | 42848 | 416,41
487,77 | 486,82 | WL | 48551 | 430,87 | 486,33 | [IH
547,62 | 492,40 | 487,03 | 486,97 | 487,19 | 548,94 | 490,76
FHE | 54551 | 492,71 | 527,50
549,59 | 54536 | 549,17
551,53
B
Al-12 002 015 019 026 033 045
236,45 | 286,90 | 233,77 | 23490 | 26867 | 268,38 | 308,48
265,15 | 28888 | 234,77 | 328,83 | 2882 | 331,14 | 333,35
267,16 | 327,11 | 268,78 | EINEE | 32881 | 33345 | 373,06
328,22 | 327,13 | 449,35 | 42848 | 37296 | 37540
el | 32959 | 32889 | 487,68 | 48831 | 37540 | IMIEE
IRy | 44951 | ARE | 549,68 | 54951 | [VEEE
487,77 | 450,58 | 488,25 449,52
IYHY. | 490,17 | 493,24
552,081 547, 0SS 46,98
551,91,
C
Al-12 050 054 062 066 126
236,45 | 23547 | 26642 | 233,65 | 312,79 | 308,58
265,15 | 28888 | 268,27 | 234,80 | 328,95 | 328,86
267,16 | 291,04 | 328,79 | 327,05 | 331,37 | 331,29
328,87 | 330,88 | 32885 | 348,21 | 372,69
368,89 | 427,78 | 370,82 | MEEL | 37500 | 375,00
450,00 | 388,06 | 48828 | 41244 | [VENE
487,77 | AXE | 427,12 | 493,16 | AN | 491,28
547,62 42928 | EANA
552,08 ERH | 549,69
554,97

Tab. 15: Porovnani ribotypu AI-12 s dal$imi ribotypy identifikovanymi u prasat. V tabulce A
je porovnani ribotypu Al-12 s ribotypy, které byly zastoupené mezi kmeny, které jsme v ramci nasi studie
izolovali z pacientd. V tabulkach B a C je porovnani ribotypu Al-12 s ostatnimi ribotypy ulozenymi
v databazi WEBRIBO. Cisla ve sloupcich reprezentuji velikosti jednotlivych fragmenti (bp) daného

ribotypu. Stejnymi barvami jsou oznaceny fragmenty, které si vzajemné odpovidaji.
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5 DISKUZE

V poslednich nékolika letech je pozorovan celosvétovy nariist onemocnéni
zpusobenych C. difficile. Hlavnim cilem naseho projektu bylo stanovit vyskyt CDAD
v n¢kolika prazskych zdravotnickych zafizenich a pomoci molekularné-biologickych

metod identifikovat kmeny zptsobujici toto onemocnéni.

5.1 VYSKYT C. DIFFICILE

Po dobu trvani projektu jsme celkem izolovali 291 kmenu C. difficile, 18 vzorka
(15— FTN, 3 — FNB) bylo vyfazeno z analyzy molekularni typizace, protoze se jednalo
0 kmeny, které byly opakované izolovany z jednoho pacienta a shodovaly se
v toxinotypu i ribotypu.

Nejvice kmenl (125) pochézelo z FTN. V roce 2010 se jednalo o 52 kment a
vroce 2011 o 73 kmenu C. difficile. V roce 2010 jsme kmeny zacali odebirat az v
bfeznu, coz mize byt pti¢inou nizsiho zachytu C. difficile ve srovnani s rokem 2011.

Ve FNB bylo v roce 2010 do analyzy zahrnuto 37 kment C. difficile, v roce 2011
vzrostl pocet analyzovanych kmend o 68 % na 62 kment. Prvni analyzované vzorky
pochazely jiz zledna 2010, zkracené obdobi sbéru proto patrné neni divodem
zvySeného zachytu C. difficile mezi lety 2010-11. Dalsim z divodt mize byt zména
diagnostiky CDAD, ktera probéhla ve sledovaném obdobi. V roce 2010 byly
kultivovany pouze vzorky, u kterych byly pomoci testu VIDAS C. difficile A & B
(bioMérieux) detekovany toxiny. V roce 2011 se k diagnostice zacaly pouzivat testy C.
difficile Quik Chek Complete (TechLab) detekujici toxiny A a B soucasné s GDH. K
molekularni typizaci jsme tak navic obdrZzeli kmeny, u kterych nebyly detekovany
toxiny, ale pouze GDH. Dalsi moznou pti¢inou vyssiho zachytu C. difficile v roce 2011
muze byt rozsifeni hypervirulentnich kment patticich do ribotypu 176. V roce 2010 byl
ve FNB izolovan pouze 1 kmen tohoto ribotypu, v roce 2011 vzrostl pocet izolovanych
kmenti ribotypu 176 na 12.

Ve VFN a na PB nebyl zachyt kment C. difficile mezi lety 2008 — 2011
kontinudlni vlivem technickych problémi a personédlnich zmén ve vedeni laboratofi.

U 19 pacientt (14 — FTN, 5 — FNB) bylo v prab¢hu 2-41 dni po prvnim testovani
provedeno opakované testovani na pfitomnost C. difficile ve stolici. U 17 pacientt jsme

u obou analyzovanych vzorkt identifikovali shodné toxinotypy i ribotypy. Az 56 %
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ptipadi relapsi CDAD je pficitano infekci jinym kmenem (WILCOX et al. 1998).
V nasi studii se o odli$né izolaty jednalo pouze u 2 pacientli z FNB, z ¢ehoz miZzeme
usuzovat, ze ve sledovanych zdravotnickych zafizenich dochazi k reinfekci pacienta
jinym kmenem C. difficile vyjime¢né. Z dat, ktera mame k dispozici, pfesto nelze
presné urcit, zda opakované testovani bylo provadéno z divodu potvrzeni predchozi
diagnézy nebo podezieni na relaps onemocnéni. Z VFN a PB nam nebyly vzorky

pochézejici od stejnych pacientli dodavany.
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5.2 DIAGNOSTIKA C. DIFFICILE

Rychla a pfesna diagnostika infekce C. difficile je kliova pro tspéSnou 1é¢bu
pacienta a kontrolu Sifeni infekce. Na zakladn¢ informaci ziskanych z FTN a FNB jsme
provedli srovnani komer¢nich testli, které byly v téchto nemocnicich pouzity
k diagnostice C. difficile, snasimi vysledky amplifikace casti gent lokusu Paloc
pomoci PCR.

V piipad¢ imunochromatografickych testi Rapid C. difficile TOX A & B
(DiaMondial) pouzivanych ve FTN pfevazné vroce 2010 se 51,3 % vysledki
diagnostickych testii shodovalo s vysledky PCR. Deset testli vyslo jako pozitivnich u
kmenti, u kterych se podatilo amplifikovat v§echny ¢asti gent tcdC, tcdA a tcdB, a v 10
pfipadech nebyly detekovany ani geny pro toxiny ani samotné toxiny. U 6 kmeni
(15,4 %) se nepodaftilo amplifikovat ¢asti gend tcdC, tcdA a tcdB, a piesto vysly testy
slab& pozitivni. U téchto kmend jsme navic detekovali ribotypy charakteristické pro
nepatogenni kmeny, a proto povazujeme vysledky téchto diagnostickych testi za
falesn¢ pozitivni. Nejednoznaéné vysledky imunochromatografickych testl ztézujici
jejich interpretaci jsou znamy i z literatury (CHMELAROVA a SKAPOVA, 2010).
Naproti tomu u 10 kmenl (25,6 %) vySly testy na detekci toxinll negativni pfi
soucasném stanoveni toxinotypu. Tyto vysledky povazujeme za faleSné¢ negativni.
Vysoky pocet faleSn¢ negativnich 1 pozitivnich vysledkli svéd¢i o nizké spolehlivosti
testti Rapid C. difficile TOX A & B (DiaMondial).

Od konce roku 2010 se ve FTN pouZzivaly dudlni imunoenzymatické testy C.
difficile Quik Chek Complete (TechLab). GDH se podafilo prokazat u 48 z 49
kultivovanych kmend C. difficile (98 %), coz potvrzuje jiz difive popsanou vysokou
citlivost detekce tohoto enzymu (SHETTY et al. 2011). Celkem jsme zaznamenali 12
kment, u kterych byly detekovany jak fragmenty geni kédujici toxiny A a B tak toxiny
samotné, a 19 kment, u kterych pfisluSné geny ani toxiny detekovany nebyly (63,3 %
kmenit). U 6 vzorkll (12,2 %) toxiny detekovany nebyly, ackoliv jsme pomoci PCR
amplifikovali ¢asti gent tcdC, tcdA i tcdB a kmeniim jsme ptifadili toxinotyp. Vysledky
téchto testt pocitame jako faleSné€ negativni. Ve dvou piipadech vysly testy C. difficile
Quik Chek Complete (TechLab) pouze slab¢é pozitivni, oba kmeny pochazeli z ribotypt
asociovanych s nepatogennimi kmeny. Tyto vysledky pocitime jako faleSn¢ pozitivni.
Velky pocet falesné negativnich vysledkl téchto diagnostickych testii byl zaznamenan

také ve FNB v roce 2011 (22,8 %). Testy C. difficile Quik Chek Complete (TechLab)
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jsou spolehlivé v piipadé shodného vysledku detekce GDH i toxinti (QUINN et al.
2010), coz potvrzuji i nase vysledky. Senzitivita testi byla ve FTN 87,8 % a ve FNB
77,2 %, coz jsou podobné nebo vyssi hodnoty nez 78,3 % udavanych ve studii QUINN
et al. (2010). Na rozdil od QUINN et al. (2010) jsme ziskali minimalné dva vysledky
falesné pozitivni a v jednom piipadé vysla falesné negativni jak detekce toxind tak i

GDH.
5.2.1 SHRNUTI

Srovnani vysledkt diagnostickych testi s vysledky amplifikace ¢asti genti lokusu
PaLoc pomoci PCR poukazuje na nizkou spolehlivost imunochromatografickych a
imunoenzymatickych metod pro detekci toxind C. difficile, coz je v souladu s daty
znamymi z literatury (PLANCHE et al. 2008). Testy zaloZzené na obou metodach
vykazovaly velky pocet faleSné¢ negativnich vysledki, u imunochromatografickych
metod byly cCasté také faleSné pozitivni vysledky. Naopak testy detekujici GDH
dosahovaly 98-100 % senzitivity.

Z téchto udaju je také ziejma nejednotnost v diagnostice CDAD v jednotlivych
zdravotnickych zatizenich, zplisob diagnostiky se ¢asto ménil 1 v pribchu jednoho roku.
Nase analyza by se tak mohla stdit vhodnym podkladem ke zméné a sjednoceni

diagnostiky CDAD v Ceské republice.
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5.3 PATOGENITA IZOLOVANYCH KMENU C. DIFFICILE

Z 273 kmenu C. difficile zahrnutych do analyzy jsme u 180 (659 %)
amplifikovali ¢ast genu tcdC, tcdA a tcdB. U téchto kmend jsme rovnéz detekovali
ribotypy charakteristické pro patogenni kmeny a ve vétSing€ pripadd, kde jsou znamy
vysledky diagnostickych testl, se podafilo detekovat i toxiny C. difficile ve stolici.
Téchto 180 kmenu proto povazujeme za patogenni (Tab. 16).

U zbylych 93 kment jsme pomoci PCR detekovali usek Lok3/Lokl, coz
naznacuje, ze by m¢l byt lokus Pal.oc nahrazen nekodujici sekvenci o velikosti 115 bp.
Piekvapivé jsme u 39 kment amplifikovali jak usek Lok3/Lokl, tak c¢ast alesponl
nékteré¢ho z gent tcdC, tcdA nebo tcdB. U 3 kmenu jsme amplifikovali ¢asti vSech tii
genu typickych pro oblast Paloc. Pfitomnost fragmentt gent tcdA nebo tcdB v genomu
C. difficile neznamena, ze jsou toxiny témito kmeny opravdu produkovany. U 22
z téchto 39 vzorkt nebyly toxiny C. difficile ve stolici pacient detekovany. Vysledky
dalsich 4 testii byly vyhodnoceny jako falesné€ pozitivni. Toxiny byly detekovany pouze
u 2 kment izolovanych ve FNB. U zbylych kment nebyly vysledky diagnostickych
testt k dispozici. Vsech 39 kment bylo navic zafazeno do ribotypt, které byly doposud
identifikovany pouze mezi nepatogennimi kmeny, stejné jako ostatni kmeny
s amplifikovanym tusekem Lok3/Lokl1 (http://webribo.ages.at). Proto jsme vSech 93
kment s amplifikovanym tsekem Lok3/Lokl povazovali za nepatogenni (Tab. 16).
Vyskyt netoxigennich kmenti, u kterych byly detekovany alesponi Casti toxinovych
genl, neni ojedinély (MATHIS et al. 1999, RUPNIK et al. 2001). Pfesto této
problematice u pacientd s gastrointestinalni symptomatologii neni vénovana dostate¢na

pozornost a bude pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Zdravotnické Pocet patogennich Pocet nepatogennich | Celkovy pocet kmeni
zarizeni kmeni (%) kmeni (%) C. difficile
VFEN 34 (94,4) 2 (5,6) 36
FTN 58 (46,4) 67 (53,6) 125
FNB 88 (88,9) 11 (11,1) 99
PB 0 13 (100) 13
Celkem 180 (65,9) 93 (34,1) 273

Tab. 16: Patogenita analyzovanych kment C. difficile. V tabulce jsou porovnana zastoupeni

patogennich a nepatogennich kmena C. difficile v jednotlivych zdravotnickych zatizenich.
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5.4 TOXINOTYPIZACE

Toxinotypizace je metoda s malym rozliSovacim potencidlem, ale i pfesto
poskytuje dilezité informace tykajici se variability oblasti PaLoc. V nasi studii jsme
celkem identifikovali 8 toxinotypti. U 7 toxinotypt se oblast PalL.oc vyznamné¢ lisila od
referencniho kmene VPI 10463 toxinotypu 0, u n¢hoz byla oblast PalLoc poprvé
sekvenovana (RUPNIK et al. 1998). Jedna se o tzv. kmeny variantni. VSechny variantni
toxinotypy jsme detekovali jako tzv. majoritni, které se od toxinotypu 0 1i§i ve vice
fragmentech obou toxinovych genti (RUPNIK et al. 2008). Jednalo se o toxinotypy IlI,
IV, V, VI, VI, IX a XXIII.

Vice neZ polovinu kmend (51,7 %) jsme zafadili do toxinotypu 0, coZ je
nejbézngjsi toxinotyp (65 %) detekovany v celoevropské studii (BAUER et al. 2011).
Zastoupeni variantnich kment Vv nasi studii (48,3 %) je tedy vys$$i, nez je evropsky
prumér (35 %) (BAUER et al. 2011). Dominantni byly pfedevs§im toxinotypy VIII a III,
které jsou v soucasnosti rozsifeny celosvétové a jsou spojovany s epidemiemi a
zavazné€j§imi formami CDAD (RUPNIK et al. 2008).

Do toxinotypu VIII jsme zatadili 57 kment, coz je 31,7 % ze vSech izolovanych
patogennich kmenil. Jednd se tedy o druhy nej€astéjsi toxinotyp v nasi studii. Kmeny
tohoto toxinotypu jsou dulezité z klinického hlediska, protoze produkuji jen toxin B a
pii pouziti diagnostickych metod zalozenych pouze na detekci toxinu A tak mohou
unikat zachytu. V minulosti byla takova diagnostika v Ceské republice bé&zna
(ZEMANOVA et al. 2003, CHMELAROVA a SKAPOVA, 2010), coz by mohlo
vysvétlovat vysoké zastoupeni A/B* kmeni.

Mezi jednotlivymi nemocnicemi jsme pozorovali rozdily ve variabilité
toxinotypi. Ve VFN jsme detekovali pouze tii nejbéznéjsi toxinotypy (0, III a VIII),
zatimco ve FTN 5 toxinotypu (0, III, IV, VIII a IX) a ve FNB vsech 8 toxinotypt. Tyto
rozdily byly patrné dany vétSim poctem izolovanych patogennich kmend ve FTN a
FNB, a tudiz vétsi Sanci detekovat i méné€ pocetné variantni toxinotypy. Ve FNB souvisi
vysoka variabilita kment C. difficile s pfitomnosti nejvétsi prazské kliniky infekénich

nemoci (Klinika infek¢nich, parazitarnich a tropickych nemoci).
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5.5 BINARNI TOXIN

VétSina variantnich toxinotypt C. difficile produkuje také binarni toxin CDT,
aktin-specifickou ADP-ribosyltransferazu. Tento toxin je kodovan v lokusu CdtLoc,
¢ast genu cdtB jsme detekovali u 16,7 % (30) patogennich kment. Jednalo se o kmeny
patiici do variantnich toxinotypt III (ribotyp 176), IV (023), V (078), VI (413, 413/1,
552), IX (036/2) a XXIII (561). V ramci Evropy je jeho zastoupeni obdobné, 17,2-23 %
patogennich izolatd (BARBUT et al. 2007, BAUER et al. 2011).
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5.6 RIBOTYPIZACE

Ribotypizace poskytuje dostateCnou rozliSovaci schopnost pro epidemiologické
studie dlouhodobé&jsiho charakteru (GUERTLER et al. 1993). V nasi studii jsme
provadéli PCR ribotypizaci zalozenou na fragmentacni analyze (INDRA et al. 2008)
pomoci sekvenatort CEQ 8000 (Beckman Coulter) a ABI PRISM 3130xI (Applied
Biosystems). Prekvapivé jsme zaznamenali rozdily ve velikostech shodnych fragmenti
DNA (az 7 bp) namétenych pomoci pouzitych sekvenator. Tyto rozdily se projevily i
pfi srovnani s daty ulozenymi v databazi WEBRIBO generovanymi sekvenatorem ABI
310 (Applied Biosystems). Rozdilné velikosti shodnych fragmentt DNA naméfené
pomoci sekvenatort CEQ 8000 a ABI PRISM 3130xI byly zaznamenany i pii MLVA
enterohemoragickych kment Escherichia coli 0157 (HYYTIA-TREES et al. 2010) a
jsou pripisovany odlisnému slozeni geldi, fluorescenénich znacek a standardi DNA
pouzitych pii separaci. Pro analyzu vzorkl jsme zvolili sekvenator CEQ 8000, protoze
data ziskana timto pfistrojem se vice shodovala sdaty ulozenymi v databazi
WEBRIBO. Rozdily dat generovanych pouzitym sekvenatorem a sekvenatorem ABI
310 byly finalné korigovany pomoci algoritmu aplikace WEBRIBO.

Mezi analyzovanymi kmeny jsme identifikovali 63 riznych ribotypd, z toho 49
ribotypt jsme oznacili jako patogenni a 13 ribotypli jako nepatogenni. Nejpocetnéjsi byl
nepatogenni ribotyp 596 (23,4 %) a dale ribotypy 017 a 017/1 (20,5 %) a 176 (7 %).
Nejveétsi variabilita ribotypii byla pozorovana ve FNB, kde jsme detekovali 42
z celkovych 63 ribotypt. Tato variabilita kmend C. difficile ve FNB pravdépodobné
souvisi s pfitomnosti nejvétsi prazské kliniky infekénich nemoci. Z pacientd starSich 2
let byly nejcastéji izolovany ribotypy 017 a 017/1 (27,2 %), 176 (9,4 %), 002/2 (5,4 %)
a ribotypy pattici do podskupin ribotypu 014 (014/0, 014/5, 014/8, 014/9 a 020) (9,4 %).

5.6.1 RIBOTYPY 017,017/1 A017/2

Ribotyp 017, 017/1 a 017/2 patii do epidemické linie C. difficile, ktera se od
ostatnich odd¢lila pfed né€kolika miliony let (GRIFFITHS et al. 2010). Tyto ribotypy
jsou si velmi podobné, ribotypu 017/1 chybi oproti ribotypu 017 nejdel$i mezernikova
sekvence, ribotyp 017/2 méa naopak jednu mezernikovou sekvenci navic. VSechny
kmeny téchto ribotypu patii do toxinotypu VIII, kvili deleci v genu tcdA neprodukuji

funkéni toxin A (A/B* kmeny) a nemaji gen pro binarni toxin.
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C. difficile patfici do hypervirulentniho ribotypu 017 je rozsifeno celosvétove,
jeho vyssi vyskyt je popisovan predev§im v Asii (HUANG et al. 2009b, KIM et al.
2010). Vroce 2005 patfilo do ribotypu 017 piiblizné 6 % evropskych kment,
v nékterych nemocnicich v Polsku a Irsku v§ak dosahoval vyskyt az 80 % (BARBUT et
al. 2007). V roce 2008 klesl pramérny vyskyt v Evropé na 4 %, ale kmeny tohoto
ribotypu byly zaznamenany opét v Polsku a také v Ceské republice (BAUER et al.
2011). Epidemie v polskych nemocnicich byly evidovany jiz v diivéjSich letech,
v obdobi 2002-2003 byl ribotyp 017 ve varSavské fakultni nemocnici detekovan u 45,5
% izolovanych kment, v nasledujicich dvou letech u 43,6 % kmend (PITUCH et al.
2006, PITUCH et al. 2010). Podobné vysoké zastoupeni ribotypu 017 a jeho podtypt u
pacientt starSich 2 let jsme zaznamenali v letech 2008-2009 ve VFN (48,6 %) a v roce
2010 ve FTN (48,1 %) a FNB (37,8 %). Na zaklad¢ téchto dat usuzujeme, ze mél
vyskyt ribotypu 017 a jeho podtypt ve sledovanych nemocnicich epidemicky charakter.
V roce 2011 doslo ve FTN i FNB k vyraznému poklesu vyskytu téchto ribotypu, ve
FTN na 17,1 % a ve FNB pouze na 10 %. Je mozné, ze doslo k jejich nahrazeni jinymi
virulentnimi ribotypy. Ve FNB jsme vroce 2011 pozorovali pifedev§im vyznamny
nartst vyskytu ribotypu 176. Ve FTN vroce 2011 zadny z patogennich ribotypt
vyrazn¢ neptevladal, nicméné se zvysila celkova variabilita kmeni (z?21 na 31
izolovanych ribotypi). K postupnému ubytku A/B* kmen by mohl pfispivat i
soucasny zpusob diagnostiky CDAD. Ve sledovanych zatizenich se pouZivaji soupravy
detekujici oba toxiny, tudiz tyto kmeny neunikaji zachytu jako diive a jsou

pravdépodobné z nemocni¢niho prostfedi postupné eliminovany.

5.6.2 RiIBOTYPY 027,176 A 036

Obavany epidemicky ribotyp 027 jsme v rdmci na$i studie nenalezli, detekovali
jsme ale blizce ptibuzny ribotyp 176 (GRIFFITHS et al. 2010). Do stejné vyvojové linie
patii také ribotyp 036/2 (GRIFFITHS et al. 2010), ktery jsme v roce 2010 izolovali ze
stolice jednoho pacienta z FTN.

V celoevropském métitku neni ribotyp 176 pfili§ rozsifeny, ve studii BAUER et
al. (2011) byl izolovan pouze v jednom piipadé (zemé neni specifikovana). Sporadicky
vyskyt tohoto ribotypu byl rovnéz zaznamenan v USA (VALIENTE et al. 2012) a dle
databaze WEBRIBO i v Portugalsku a Némecku (http://webribo.ages.at). Jina situace je

ve stiedni Evropé, v Ceské republice a sousednim Polsku bylo zaznamenano nekolik
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nozokomialnich epidemii vyvolanych kmeny ribotypu 176 (NYC et al. 2011). Vyrazny
nariist vyskytu tohoto ribotypu jsme pozorovali také v nasi studii. Ve FNB vzrostl pocet
pacientu starSich 2 let nakazenych ribotypem 176 z 2,7 % v roce 2010 na 20 % v roce
2011, a tento ribotyp tak ziskal ve FNB dominantni zastoupeni. Nartst vyskytu ribotypu
176 byl pozorovan také ve FTN, v roce 2010 zde nebyl izolovan zadny kmen tohoto
ribotypu, zatimco v roce 2011 byly detekovany 4 kmeny (9,8 %). Ribotyp 176 byl
detekovan jiz v roce 2009 také ve VFN, coz ukazuje, Ze se nejednd o ribotyp rozsifeny
pouze lokaln¢. Kmentim ribotypu 176 by méla byt vénovéana zvysSend pozornost, protoze
mohou mit obdobny hypervirulentni potencial jako kmeny ribotypu 027 (VALIENTE et
al. 2012).

5.6.3 RiBOTYPY 014 A 020

Ribotypy 014 a 020 patii v Evrop¢ k nejrozsifenéjSim ribotypim. Ribotyp 020 je
ribotypu 014 velmi podobny (http://webribo.ages.at), proto je spolu s podtypy ribotypu
014 tazen do jedné skupiny. Kmeny téchto ribotypi patii do toxinotypu 0, produkuji
toxiny A 1 B a nemaji geny kddujici binarni toxin.

V roce 2008 bylo do téchto ribotypt zatazeno 16 % kment testovanych v ramci
celoevropské studie, jednalo se o nejbéznéji detekované ribotypy a zastupci byly
nalezeni v 19 z 34 stata (BAUER et al. 2011). V databazi WEBRIBO ¢itaji tyto
ribotypy dohromady 731 vzorkli a jsou tak nejpocetnéjsi  skupinou
(http://webribo.ages.at). Podobné zastoupeni ribotypu 014 a jeho podtypu, jako je
celoevropsky priamér, jsme pozorovali ve FTN (13,3 %). Celkové byly kmeny této
skupiny ribotypti detekovany v nasi studii méné, nez je v Evropé bézné, coz je
pravdépodobné zplisobeno rozsifenim jinych dominantnich ribotypi, pfedevsim 017,

017/1a176.
5.6.4 NEPATOGENNI RIBOTYPY

Celkem jsme identifikovali 13 ribotypli asociovanych s nepatogennimi kmeny:
010, 031/1, 433, 596, 596/1, 596/1, Al-34, Al-61 a 5 unikatnich ribotypt. Ribotyp 596 s
podtypy 596/1 a 596/1 byl nejcastéji detekovanym ribotypem v nasi studii. V databazi
WEBRIBO jsou uloZeny vzorky tohoto ribotypu pochazejici mimo Ceskou republiku
také z Rakouska, Némecka a Singapuru (http://webribo.ages.at).

U 95,8 % déti mladSich 2 let jsme detekovali nepatogenni kmeny, u pacientl
starSich 2 let tvofily nepatogenni kmeny 12,4 %. Nepatogenni ribotypy byly ve velké

88


http://webribo.ages.at/
http://webribo.ages.at/
http://webribo.ages.at/

mife izolovany predevsim ve FTN (53,6 %) a na PB (100 %), coz bylo dédno pravé
velkym poctem détskych pacientl. Obdobné vysoké zastoupeni nepatogennich kment
(96,4 %) u déti mladsSich 2 let bylo zaznamenano i v Japonsku (KATO et al. 1994).
Udaje o poméru mezi patogennimi a nepatogennimi kmeny izolovanymi z détskych
pacientl se ale v mnoha studiich za¢né¢ 1i8i (JANGI a LAMONT 2010), pfesto je pro
tuto vékovou skupinu charakteristicka asymptomaticka kolonizace C. difficile (az 90
%), bez ohledu na toxigenni stav izolovaného kmene. U starSich 2 let bylo
zastoupeni nepatogennich kmenti v porovnani se studii BAUER et al. (2011) pomérné
vysoké (12,4 % versus 2 %), ale ve starsi evropské studii BARBUT et al. (2007) tvorily
netoxigenni kmeny srovnatelnych 13,9 %. Tato data jsou ovSem na narodni a
mezinarodni Urovni obtizn€ srovnatelna, protoze podil patogennich a nepatogennich
kmeni zavisi na metod¢ diagnostiky CDAD a vybéru kmenl k molekularni typizaci.
Nicmén¢ vyskyt nepatogennich kment u nékterych pacientli naznacuje, ze prijmy jsou

u nich vyvolany jinymi patogeny.
5.6.5 SHRNUTI

Na zékladé dostupnych vysledku ribotypizace C. difficile se zda, ze v ramci
Evropy je situace v Ceské republice podobné situaci v Polsku, v obou zemich byl
zaznamenan vysoky vyskyt kment ribotypi 017 (a jeho podtypy) a nékolik
nozokomidlnich epidemii vyvolanych kmeny ribotypu 176. Mnoho ribotypl
identifikovanych v na$i studii bylo izolovano také v Rakousku, coz je ale
pravdépodobné dano tim, ze je databaze WEBRIBO zaloZena piedevs§im na rakouskych
vzorcich, a ziejmé& to nema podstatny epidemiologicky vyznam. Vzhledem Kk velké
migraci obyvatel by mohlo byt zajimavé srovnani Ceské republiky se Slovenskem.
Obdobné epidemiologické studie zabyvajici se molekularni typizaci kment C. difficile
ovSem nebyly na Slovensku dosud provedeny. V Evropé nejrozsifené;si ribotypy, 014 a
020, byly v nasi studii izolovany v mens§i mife. Hypervirulentni ribotyp 027, ktery je
spojovan s narustem epidemii CDAD v Severni Americe a zapadni Evropé, nebyl

v Ceské republice zatim detekovan.
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5.7 MLVA

MLVA je metoda s vysokym rozliSovacim potencidlem, ktera se pouziva pro
sledovani $ifeni nozokomialnich infekci C. difficile. Je to metoda vhodna piedevsim
v ptipadech, kdy nestaci rozliSovaci schopnost ribotypizace (MARSH et al. 2006).

Pomoci metody MLV A jsme sledovali ptibuznost kmenit pattici do dvou nejvice
zastoupenych ribotypti (017 a 596) a jejich podtypt (017/1, 017/2 a 596/1). Zakladem
metody je rozliSeni kmenti podle rozdilii v poctu tandemovych repetic v sedmi
definovanych lokusech, A6¢q, B7c4, C6cd, E7cd, F3cd, G8cq @ H9:q (VAN DEN BERG et
al. 2007). U vsech kmend ribotypd 017, 017/1 a 017/2 ptesahovala velikost fragmentu
G8.q 640 bp, coz byla rozliSovaci schopnost pouzitého kapilarniho sekvenatoru, proto
nebyl u téchto ribotypi lokus G8¢y zatazen do analyzy. Velky pocet repetic v tomto
lokusu u kment ribotypu 017 popisuje také prace VAN DEN BERG et al. (2007).

Ribotypy 017, 017/1 a 017/2 a ribotypy 596/1 a 596 jsou si tak podobné, Ze byly
rozliSeny az poté, co byla k vyhodnoceni vysledkii ribotypizace pouzita kapilarni gelova
elektroforéza (INDRA et al., 2008). Pii typizaci pomoci MLVA se ribotypy 017 a 017/1
ani ribotypy 596 a 596/1 od sebe odlisit nepodatilo. Pouze kmen ribotypu 017/2 se
s kmeny patticimi do ribotypti 017 a 017/1 shodoval jen v poétu repetic F3cd, G8cd a
H9cd, jejichz variabilita byla nizka, a byl zafazen do samostatné klonalni skupiny.
V praci MANZOOR et al. (2011) dosli k podobnému zavéru, ze MLVA zalozena na 7
VNTR neni dostacujici k rozliSeni vSech ribotypt, a navrhli zvySeni po¢tu zkoumanych
lokusii na 15. Nevyhodou této metody je jeji financni ndro¢nost, za vhodnéjsi feSeni

proto povazujeme provadét ribotypizaci pomoci kapilarni elektroforézy (INDRA et al.

WV

dle MANZOOR et al. (2011).

Shodné profily MLVA jsme zaznamenali jak v ramci jednotlivych klinik, tak i
mezi riznymi klinikami a zdravotnickymi zafizenimi. Na zadné z klinik jsme
nepozorovali vétsi poCet kment se shodnym profilem, vzdy se jednalo nejvice o 2-3
kmeny. Zadna z klonalnich skupin, které jsme identifikovali pomoci shlukové analyzy,
neni vazana pouze na jedno zdravotnické zafizeni (s vyjimkou kment FTN676 a
FTN271, které tvoti dvé samostatné klonalni linie). FAWLEY a WILCOX (2011)
pomoci MLVA prokazali, Zze 21 % kmenl nebylo ptibuznych s hlavnim

epidemiologickym klastrem v dané nemocnici, ackoliv sdileli stejny ribotyp. V nasem
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ptipad¢ jsme u kment ribotypt 017, 017/1 a 017/2 ani ribotypt 596 a 596/1 v zadné

z nemocnic dominantni zastoupeni nékteré z klonalnich linii nepozorovali.
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5.8 VYSKYT C. DIFFICILE U PRASAT

Onemocnéni vyvolana C. difficile se stala vysoce aktualni nejen v humanni, ale i
ve veterinarni mediciné. Od pocatku 21. stoleti se C. difficile jevi jako hlavni pfi¢ina
enterickych onemocnéni u novorozenych selat (SONGER a ANDERSON 2006).
V Ceské republice byly hromadné priijmy novorozenych selat vyvolané C. difficile
zaznamenany na dvou farmach (MASARIKOVA et al. 2007). Piitomnost C. difficile u
novorozenych selat jsme potvrdili i v nasi studii. Toxigenni kmeny jsme izolovali z 63,3
% nahodn& vybranych selat, pfi¢emz kolonizovano bylo 80 % vrhi. Casty vyskyt
asymptomatickych nosi¢ti zpochybniuje roli C. difficile jako hlavniho patogena
zazivaciho traktu u prasat (ALVAREZ-PEREZ et al. 2009). | vnasi studii jsme
zaznamenali vysokou frekvenci asymptomaticky kolonizovanych jedincti (84,2 %).

Izolaci C. difficile jsme provadéli pomoci ptimé kultivace stéru z odbérového
tamponu a obohacovaci metody dle ZIDARIC et al. (2008). Pocet kment izolovanych
za pouziti obohacovaci metody byl oproti piimé kultivaci vice nez ¢tyinasobny, ¢imz
bylo potvrzeno, ze usnadnéni germinace spor C. difficile pomoci kultivace
s taurocholatem sodnym (WILSON 1983) a nasledny alkoholovy Sok (MARLER et al.
1992) jsou dulezitymi kroky pfi izolaci této bakterie z vytérového tamponu. Pritomnost
dvou vzorkil pozitivnich pii pfimé kultivaci a negativnich pfi pouZiti obohacovaci
metody sveéd¢i ale o tom, Ze ani pomoci obohacovaci metody neni mira izolace
optimalni a ¢ast kment tak muize unikat zachytu.

Heterogenita ribotypu C. difficile na farmach chovajicich prasata a skot je obvykle
nizka v porovnani s heterogenitou pozorovanou v nemocnicich nebo u jinych zvitecich
druhti (KEEL et al. 2007). Na dané prase¢i farmé byva casto pfitomen pouze jeden
ribotyp, coz je 1 ptipad nasi studie. VSechny izolaty pochazely z jedné farmy a shodné
jsme je zatadili do toxinotypu 0 (tzv. A*/B*/CDT kmeny) a ribotypu Al-12. P¥iciny
niz$i variability C. difficile u prasat a skotu nejsou znamy, jednim z moznych vysvétleni
je zvySena citlivost téchto zivociSnych druht vici specifickym ribotyptim. Ribotyp Al-
12, identifikovany v nasi studii, nebyl zfejmé dosud z prasat izolovan a neni podobny
zadnému z prasecich izolatd ulozenych v databazi WEBRIBO. Nejc¢astéjsim ribotypem
izolovanym z prasat je typ 078 (KEEL et al. 2007, KEESSEN et al. 2011), ktery se
s ribotypem identifikovanym u prasat v nasi studii shoduje pouze v jediném fragmentu

DNA.
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Piekryv ribotypil izolovanych z lidi a ze zvitat je velky. Ve studii RODRIGUEZ-
PALACIOS et al. (2006) bylo u 31 zvitecich izolatd identifikovano 8 rozdilnych
ribotypt, z ¢ehoz 7 z téchto ribotypt bylo diive spojovéano s epidemiemi CDAD 1 u lidi.
Ribotyp Al-12, ktery jsme v na$i studii nalezli u selat, jsme detekovali i u jednoho
pacienta z VEN a u dvou pacienti z FNB. Dle databaze WEBRIBO byl tento ribotyp
identifikovan také wu pacienti =z Rakouska. Mezi pacienty ve sledovanych
zdravotnickych zafizenich jsme dale identifikovali 6 ribotypt (001, 005, 014, 023, 029,
078), které byly diive izolovany z prasat (KEEL et al. 2007, AVBERSEK et al. 2009,
KEESSEN et al. 2011). Ptimy ptenos C. difficile ze zvitat na ¢loveéka nebyl ale zatim
jednoznacéné prokdzan a podobnost kmeni izolovanych z lidi a ze zvifat maze byt dana

spoleénym zdrojem infekce v prostiedi (NORMAN et al. 2011).
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6 SOUHRN

Vysledky této diplomové prace piedstavuji prvni ucelengjsi studii o vyskytu a
epidemiologii C. difficile v Ceské republice. Hlavni vystupy prace mizeme shrnout do

nasledujicich bodu:

e V letech 2008-2011 bylo ve 4 prazskych zdravotnickych zafizenich
celkem izolovano 273 unikatnich kmenu C. difficile.

e Provedli jsme srovnani komer¢nich testl, které byly ve FTN a FNB
pouzity k diagnostice C. difficile, s nasimi vysledky amplifikace ¢asti genti
lokusu PaLoc pomoci PCR. Spolehlivost imunochromatografickych a
imunoenzymatickych metod pro detekci toxini C. difficile byla nizka,
testy vykazovaly velky pocet predevs§im fale$né negativnich, ale i falesSné
pozitivnich vysledkd. Naopak testy detekujici GDH mély chybnych
vysledkd malo.

e Z273 kmenu zahrnutych do analyzy bylo 180 kmenu patogennich a 93
kment nepatogennich.

e Pomoci PCR toxinotypizace jsme patogenni kmeny zatfadili do 8
toxinotypti (0, III, IV, V, VI, VIII, IX a XXIII), nejb&n&jsim byl
toxinotyp 0 (51,7 %). Z klinického hlediska byly vyznamné A/B* kmeny,
které patiily do toxinotypu VIII (31,7 %).

e Pomoci PCR ribotypizace jsme mezi analyzovanymi kmeny identifikovali
63 riiznych ribotypi, zZ toho 49 ribotypi jsme oznacili jako patogenni a 13
ribotypti jako nepatogenni. Nejvétsi zastoupeni mél nepatogenni ribotyp
596 (23,4 %), ktery byl izolovan pfedevsim ze stolice déti, a dale ribotypy
017 (13,9 %) a ribotyp 176 (7 %), ktery je velmi podobny
hypervirulentnimu ribotypu 027. Kmeny vsech detekovanych ribotypt se
staly zakladem pro vytvofeni sbirky typovych kment C. difficile.

e Stejn¢ jako v zapadni Evropé a Severni Americe se C. difficile stava
problematickym nozokomialnim patogenem i v Ceské republice.
Hypervirulentni ribotyp 027 charakteristicky pro obé vySe zminéné

geografické oblasti nebyl v CR doposud detekovan. Z hlediska zastoupeni
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epidemickych ribotypti 017 a 176 se situace v Ceské republice nejvice
podoba situaci v sousednim Polsku.

Pomoci metody MLVA jsme typizovali kmeny izolované v letech 2008-
2010, které pattily do ribotypt 017, 017/1 a 017/2 a ribotypt 596 a 596/1.
Shodné profily MLVA jsme nalezli u kment izolovanych jak v ramci
jednotlivych klinik, tak na rtznych klinikach ¢i v riznych nemocnicich.
Celkem jsme identifikovali 9 klonalnich skupin (5 u ribotypa 017, 017/1 a
017/2; 4 u ribotypt 596 a 596/1), zadna znich neméla dominantni
zastoupeni v nékteré z nemocnic.

Vysettili jsme 30 rektalnich vytéra selat a C. difficile jsme izolovali z 19
vzorkll (63,3 %). VSechny kmeny byly zafazeny do toxinotypu 0 a
ribotypu Al-12. Do tohoto ribotypu patfily v nasi studii i 3 lidské izolaty.
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