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Abstrakt

Clostridium difficile je grampozitivna sporulujiica anaerdbna palicka, ktora sa
vyskytuje v ¢reve u priblizne 5 % dospelych, u deti a kojencov je vyskyt Clostridium
difficile vyssi. Produkuje toxiny, ktoré su schopné spdsobit’ l'ahké hnackové ochorenie,
ale moézu vyvolat az zivot ohrozujucu pseudomembrandéznu enterokolitidu. Tieto
ochorenia casto vznikaji ako nozokomialne infekcie v stvislosti s podavanim
antibiotik, ktoré eliminuju fyziologicku ¢revnl floru a tym sa rezistentny Clostridium
difficile Tahko premnozi.

Toxiny A aB produkované niektorymi kmenmi C. difficile sa uvoliuju
rozpadom buniek. Toxin A je enterotoxin, ktory poskodzuje bunky ¢revného epitelu
a spdsobuje hromadenie tekutin v ¢reve, ¢o vedie k vzniku vodnatych hnaciek. Toxin B
je cytotoxin a spdsobuje nekrézu napadnutého tkaniva. Ku vzniku pseudomembrandz-
nej enterokolititidy dochddza ucinkom oboch toxinov. Laboratéorna diagnostika sa
opiera o dokaz toxinov v ¢revnom obsahu metdédami EIA (enzymatickd imunoanalyza).

Cielom préce bolo zaviest’ metddy na detekciu a analyzu kmenov vyskytujiacich
sa u pacientov. Z kmenov vyskytujicich sa u pacientov, su najnebezpecnejsie ribotypy
027 a 078. Na ich detekciu sa vyuzivaju techniky molekularnej biolégie, ako
toxinotypizacia, detekcia binarneho toxinu, ribotypizécia a pulzna elektroforéza.

Na pritomnost’ génov pre binarny toxin sme testovali 35 vzorieck DNA, pricom
binarny toxin bol detekovany pri 9 kmenoch (25,7 %) a zvys$nych 26 (74,3 %) vzoriek
malo negativny vysledok tohto testovania. Do toxinotypu I boli zaraden¢ tri kmene (8,6
%), do toxinotypu II 4 kmene (11,4 %) a do toxinotypu VIII 11 kmenov (31,4 %). Pat
kmenov (14,3 %) bolo detekovanych ako toxinotyp X a 4 toxinotyp XI (11,4 %). Len
po 1 kmeni (2,9 %) sme zaradili do toxinotypov XIV a XIII a nebol detekovany vyskyt
toxinotypu III, kam zarad'ujeme ribotyp 027. Pomocou nasej metodiky sa nepodarilo
otypovat 6 kmenov (17,1 %). Ribotypizaciou sa potvrdil vyskyt ribotypov 033 — 1
kmen (2,9 %), 036 - 5 kmenov (14,3 %), 047 — 11 kmenov (31,4 %), 070 — 1 kmen (2,9
%), 102 — 3 kmene (8,6 %), 103 — 4 kmene (11,4 %) a 111 — 1 kmen (2,9 %), pricom
nebol potvrdeny vyskyt hypervirulentnych ribotypov 027 a 078.

Kracéové slova: Clostridium difficile, nozokomialna ndkaza, toxiny, ribotypizacia,

toxinotypizacia, kultivacia



Abstract

Clostridium difficile is a gram-positive anaerobic, spore-forming rod. During its
vegetative growth it produces toxins, which can cause infection commonly manifested
as mild-to-moderate diarrhoea. These diseases often start as nosocomial infections
connected with antibiotic therapy, which is the key factor that alters the colonic flora
and supports colonisation by Clostridium difficile. The phenomenon of nosocomial
infections by Clostridium difficile has been described in horses, as well in humans.

Firstly, the toxin production in faecal samples was tested by EIA method.
Further, the DNA was isolated using CHELEX by Rupnik (http://www.mf.uni-
mb.si/mikro/tox/) and then the presence of ctdB gene was monitored to confirm the
production of binary toxin. Subsequently, the typization of toxins based on RFLP
method (restriction fragment length polymorphisms) was used. The Rupnik‘s protocol
(http://www.mf.uni-mb.si/mikro/tox/) was used for evaluation of polymorphism of the
restriction fragments as well. Then, the ribotypes of analysed strains were set by
comparison of the obtained profiles and collection strains, and by the Bidet’s
ribotypisation method (Bidet, 1999).

Thirty-five samples of DNA were tested for the presence of binary toxin. Binary
toxin was detected in 9 strains (25.7%), remaining 26 (74.3%) of the samples showed
negative result in this testing. From the 35 tested samples 3 strains (8.6%) belonged to
the toxinotype I, 4 strains (11.4) to the toxinotype II, 11 strains (31.4%) to the
toxinotype VIII, 5 strains (14.3%) to the toxinotype X, and 4 strains (11.4%) to the
toxinotype XI. Only in 1 strain (2.9 %) the toxinotype XIV was detected and 1 strain
(2.9%) showed the presence of the toxinotype XII. The presence of the toxinotype III
was not confirmed. This method was not successful in typisation of 6 strains (17.1%).

By ribotypisation the occurrence of ribotypes was confirmed as follows: 033 — 1
strain (2.9%), 036 - 5 strains (14.3%), 047 — 11 strains (31.4%), 070 — 1 strain (2.9%),
102 — 3 strains (8.6%), 103 — 4 strains (11.4%) and 111 — 1 strain (2.9%). Hypervirulent
ribotypes 027 and 078 were not detected.

Key words: Clostridium difficile, nosocomial infection, toxins, ribotypization,

toxinotypization
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Z.oznam skratiek a znaciek

AP-PCR - Arbitrarily Primed PCR

BHI - Brain Heart Infusion broth

bp - parov baz

CCEY - agar, Clostridium difficile cefoxitin cycloserine egg-yolk agar

CDAD - Clostridium difficile Associated Disease

CNS - centralny nervovy systém

DNA - deoxyribonukleové kyselina

dNTP - deoxyribonukleotidtrifosfaty

EIA - enzymatickd imunoanalyza

ELFA - Enzyme Linked Fluorescent Assay

ELISA - enzymatickd imunoanalyza

IFA - imunofluorescencia

IGS - intergenic spacer region

MIC - minimalna inhibi¢na koncentracia

Pal.oc - pathogenity locus

PCR - polymerazova retazova reakcia

PFGE - pulzna gélova elektroforéza

PMN - polymorfonuklearne bunky

RAPD - Random Amplification of Polymorphic DNA

RFLP - dizkovy polymorfizmus restrikénych fragmentov

RNA - ribonukleova kyselina

VL - viande-levure, z francuzstiny — obsahuje mésovo-kvasni¢ny
extrakt



UvVoD

Mikroorganizmy sprevadzaju ludstvo od nepamdti, priCom niektoré z nich
prindsaju Cloveku osoh produktami svojho metabolizmu, iné st patogénmi
sposobujucimi ochorenia réznej zadvaznosti.

Clostridium difficile bolo prvy krat izolované Hallom a O Toolom (1935) zo
stolic 40% vySetrovanych novorodencov a o 2 roky neskor bolo najdené Snydrom
(1937) v stolici 15% deti do jednoho roku Zivota. Vtedy bolo pokladané za nepatogénnu
zlozku beznej crevnej mikroflory a bolo pomenované ako Bacillus difficilis. Pocas
dalSich 40 rokov sa nepravidelne vyskytovali spravy o jeho izolaciach a o tom, Ze tato
baktéria moze spdsobovat’ ochorenia traviacej sustavy. Od roku 1970 vSak zacina
pribudat’ sprav o pripadoch pseudomembranoznych kolitid vzniknutych v suvislosti
s antibiotickou terapiou. V roku 1971 preukazali Georges a Symonds, Ze v stolici 0sob,
u ktorych sa po aplikécii antibiotik vyvinula pseudomembrandzna enterokolitida, je
pritomny toxin neutralizovatel'ny sérom proti Clostridium sordellii. V roku 1978 Barlett
a 1. a George a 1. izolovali pri tomto ochoreni C. difficile a dokazali, ze produkuje toxin

neutralizovatelny sérom proti toxinu C. sordellii. V d’alSom roku tento toxin uvedeni

autori purifikovali a stanovili jeho zakladné vlastnosti (ZAVADOVA, 1986).

Odvtedy sa poznatky o tejto baktérii uz znacne rozsirili, takze teraz je jej

diagnostika relativne dobre prepracovana (VOTH, BALLARD, 2005).

Hlavnymi neziaducimi faktormi pdsobenia C. difficile v organizme su teda
toxiny. Je to toxin A, toxin B, bindrny toxin a tzv ,,motility-altering factor stimulujuci

stahy hladkej svaloviny ¢reva, ktoré poskodzuju sliznicu ¢reva.
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1 PREHICAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ
PROBLEMATIKY

1.1 Taxonomia rodu Clostridium

Podrla taxonomického ¢lenenia patri rod Clostridium do:
e doména Bacteria e rad Clostridiales
e kmen Firmicutes e (¢elad Clostridiaceae

e trieda Clostridia

Rod Clostridium zahtia viac ako 60 druhov grampozitivnych anaerébnych
sporulujucich ty¢iniek (HRDINA, 2004; SEDLACEK, 2007). Pre ¢loveka maju vyznam
ako producenti hospodarsky vyznamnych metabolitov (napr. ocot alebo rdézne enzymy),
len niektoré druhy st schopné vyvolat' infekéné ochorenie u l'udi alebo zvierat,

prostrednictvom exotoxinov proteinovej povahy (BEDNAR, 1999).

Viacero druhov tvoria saprofyty vyznamné najmé pri rozklade rastlinnych a
zivociSnych zvyskov. Patogénne druhy produkuju toxiny, z ktorych su niektoré
extrémne ucinné. Klostridid su v prirode rozsirené v pdde a mozu sa vyskytovat
v ¢revnom trakte P'udi a zvierat (RIHOVA AMBROZOVA, 2007).

Klostridiové infekcie su:
e exogénne (spory klostridii sa dostavaju do tkaniv pri Grazoch alebo strelnych
poraneniach; spory alebo toxin sa dostavaju do organizmu s potravou),
e alebo ide o infekcie endogénne (su pritomné v bakterialnej flére hrubého creva,
prip. zZI¢nika alebo vaginy), zvlaStnym pripadom je autoinfekcia pri operaciach

(nozokomidlne nakazy) (VOTAVA, 2000).

Klostridia vyvolavaju v 'ud’och 3 druhy ochoreni:
1. neurointoxikacie (C. tetani a C. botulinum)
2. nekrotizujiice toxikoinfekcie miakkych tkaniv a brusnych organov
obsahujucich svalovinu (histotoxické klostridia C. perfringens, C. septicum)
3. chorobné procesy v Creve - nekrotizujuca enterokolitida, enterotoxémia,
pseudomebrandzna enterokolitida a hnacky (C. perfringens, C. difficile)
(VOTAVA, 2000).

11



1.1.1 Morfolégia rodu Clostridium

Vegetativne formy klostridii predstavuji rozne dlhé a Siroké palicky, vacsinou
rovné a ich usporiadanie je charakteristické pre jednotlivé druhy (SEDLACEK, 2007).
Vicsinou su vd’aka peritrichalne ulozenym bi¢ikom pohyblivé. Ich charakteristickou
vlastnostou je tvorba ovalnych ¢i gulatych endospér. Podl'a umiestenia spory v bunke
sa rozliSuju baktérie so sporami centralnymi, subterminalnymi a terminalnymi. Pri
vacsine druhov spory vydavaji bunku, ale v niektorych pripadoch tomu tak byt nemusi
(VOTAVA, 2003).

Spory st kl'udovym Stadiom baktérie, obvykle maji vel'mi silné steny, odolné
voci fyzikadlnym a chemickym vplyvom. Vo forme spor prezivaju klostridia nepriaznivé

podmienky po velmi dlhu dobu (KRAMAR, 2007).
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Obr. 1: Vegetativne bunky a spory C. difficile, kultivacia na Schaedlerovom agare, 72 h,

farbenie podl'a Wirtz Conclina (foto autorka prace)

Clostridium perfringens

Patri medzi najcastejSie sa vyskytujliice klostridid v klinickom materiali. Je to
pochopitelné vzhl'adom na skutoc¢nost’, Zze uvedeny druh je beznou sucast'ou l'udskej
anaerobnej ¢revnej mikroflory. Morfologicky sa vobec nelisi od ostatnych prislusnikov

rodu, charakteristickd je absencia spér baktérii pritomnych v klinickom materiali

(VOTAVA, 2000).
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Clostridium perfringens tvori nepohyblivé tyCinky vac¢Sinou hrubé viac ako 1
mm, kratke 2-4 mm alebo dlhé (viac ako 10 mm), niekedy opuzdrené polysacharidovym
puzdrom. Spory st ovalne, subtermindlne a vyduvaju tyCinku, st termorezistentné
(KOMINSKY, 2007).

Kultivacia C. perfringens je velmi lahkd, pretoze rastie dobre na VL-agare
(z franclzstiny ,,viande-levure”, obsahuje maisovo-kvasni¢ny extrakt), ale i1 na
oby€ajnom krvnom agare. Charakteristické je vytvaranie dvojitej hemolyzy okolo
narastenych kolonii. Priemer kolonii zvac¢Sa nepresahuje 5 mm.

C. perfringens vykazuje toxicku aktivitu, predstavovani produkciou lecitinazy.
Toxin sa di dobre dokazat na zitkovom agare, kde sa polovica média prevrstvi
antisérom proti uréitému typu toxinu. V sicastnosti je zndmych 6 typov lecitindzy
oznacovanych A — F. C. perfringens typu A patri medzi najviac obavanych pdvodcov
gastroincestinalnych infekcii, pretoze nim produkovany toxin ma povahu enterotoxinu

(VOTAVA, 2000).

Histotoxické klostridia

Vyvolavaju klostridiovi myonekrézu a plynata snet’. Okrem C. perfringens ako
hlavného agensu (zodpoveda za asi 80% vSetkych plynatych sneti) mozu takyto klinicky
obraz spdsobit’ aj iné druhy klostridii, hlavne C. nowyi a C. septicum. Prilezitostne sa
moézu uplatnit’ tiez C. histolyticum, C. sordellii a niektoré¢ dalsie druhy

(www.lthk.cuni.cz).

Clostridium botulinum

Je grampozitivna baktéria, v tvare tyCinky a je schopna vytvarat’ spory. Pre svoj
rast uprednostiiuje anaerébne prostredie. Je vo forme spér bezne rozSirena v prirode —
v pdde, bahne, vode, na koretiovej a inej zelenine. Okrem toho sa nachadza aj
v traviacom systéme zvierat, odkial méze byt vyluCovana do prostredia. Prenos
klostridii na potraviny sa mdze uskutocnit’ z nedbalosti pracovnikov pri vyrobe, pri
skladovani, pri priprave stravy, z neodbornosti a podcetiovania dodrziavania
predpisanych technologickych postupov (SOBEL, 2005).

Spory C. botulinum su termorezistenté, odolaju aj 2 hodinovému varu. Baktérie
Clostridium botulinum su schopné mnozenia v Sirokej Skale potravin, ak maja
optimalne podmienky (t. j. nedostatok kyslika, ked’Zze su to anaerébne baktérie a vhodna

teplota). Nie st schopné mnoZenia v niektorych kyslych druhoch ovocia pre nizke pH

13



(<4,5). Zo spor vykli¢ia jeho vegetativne formy a zacni v konzerve alebo
v kontaminovanej potravine produkovat’ toxin botulin. Toxiny C. botulinum st citlivé
na teplo, k ich inaktivacii dochadza zahriatim na teplotu 80°C po dobu 10 mintt alebo
inym ekvivalentnym spésobom. V sucastnosti rozoznavame 7 typov botulotoxinov (A,
B, C, D, E, F, G). V humannej medicine figuruju najcastejSie typy A, B, E a F
(VOTAVA, 2000).

Clostridium tetani

Je stihla G+ pohybliva palicka, ktora vytvara okruhle terminalne ulozené spory
vyrazne odolné voci teplu a Ziareniu. C. tetani je sucastou normalnej crevnej flory
cicavcov obzvlast koni, moze sa vyskytovat’ aj v crevnom trakte niektorych l'udi. Spory
sa prostrednictvom vykalov (hnoja) dostavajii do pody. Clovek sa infikuje zanesenim
klostridii do hlbokych ran, alebo do ran, ktorych tkanivo nie je dostatocne vyzivované
(dekubity, vredy predkolenia pri ochoreni zil), celkom vynimocne sa popisuji
nozokomialne infekcie pri chirurgickych zakrokoch.

Mikroby, ktoré sa v rane mnozia, tvoria tetanotoxin, ktory sa z rany vstrebava do
krvi a lymfy, dostava sa k nervovym a k motorickym neurénom CNS, kde blokuje
normalnu inhibiciu motorickych neurénov, vysledkom coho je spastickd paralyza,
tonické a klonické kfce. Inkubac¢na doba tetanu je vel'mi rézna a zavisi najmé od stupiia
toxinogénosti kmena; obvykle trva asi 1 tyzden, kratSia znamend zhorSeni prognézu.
Prekonanie ochorenia nezanechéva trvalli imunitu. Rozvinuty tetanus sa obvykle

diagnostikuje na zaklade klinického obrazu pacienta (www.lthk.cuni.cz).

1.1.2 Morfolégia Clostridium difficile
C. difficile je ubikvitne sa vyskytujuci mikroorganizmus, jeho spdry su dost
odolné a preto sa mézu Sirit’ po oddeleniach nemocnic na d’alSich pacientov. To je
jednym z hlavnych dovodov, preco C. difficile patri medzi vyznamnych povodcov
nemocni¢nych ndkaz (VOTAVA, 2000).
Palicky C. difficile sa vyskytuji v 2 forméach:
e ako Stihle, G+, rovné tyCinky s cylindrickymi, ty¢inku malo vydavajucimi
sporami, s rozmermi asi 0,6 X 4-6 um,
e ako robustné tyCinky, s rozmermi asi 1,2-1,6 X 6-16 um tvoriace subterminalne

spory.
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Obr. 2: Clostridium difficile po 24 hodinovej kultivacii na Schaedlerovom agare,

farbenie podl'a Grama (foto autorka prace)

Maju sklon k autolyze, ktord v niektorych bunkach postihuje najprv polarne
sporangium, po ¢om spora vyzera ako terminalna. V crevach C. difficile sporuluje
vydatne, in vitro je sporulacia niz$ia, ale mozno ju zvysit pridavkom zl€ovych soli a
zltka. Spory st malo termorezistentné. Teplo poskodzuje ich lyticky germinaény enzym.
Ked’ ho nahradime lyzozymom, posSkodené spory vyklicia.

Vegetativne bunky C. difficile maju 2 antigény spolocné s C. sordellii.
Membranovy glukoproteinovy antigén je druhovo $pecificky (BEDNAR, 1999).

1.2 Fenotypova charakteristika C. difficile

Existuje viacero sposobov klasifikdcie baktérii. Spociatku sa klasifikovali
predovSetkym podla vzhladu (fenotypu). Fenotypova diagnostika a identifikacia
vychadza z morfologickych, fyziologickych a biochemickych vlastnosti (SCHARFEN,
2007).

Medzi fenotypové znaky vyuzivané na identifikaciu baktérii zarad’'ujeme:
1. morfologiu buniek — tvar, velkost, vzajomné usporiadanie, pohyblivost,
farbenie podla Grama, tvorbu puzdra, tvorbu spor, umiestnenie bicikov a pod,
2. kultiva¢né vlastnosti — morfologiu kolonii na agarovom médiu, charakter rastu

v tekutom médiu,
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3. fyziologické vlastnosti — vztah k vo'nému kysliku, typ metabolizmu glukézy,
teplotné optimum pre rast, citlivost’ na antibiotik4 a pod.,

4. biochemicku aktivitu — hodnoti sa produkcia enzymov priamo (kataldza,
oxidaza, uredza, koaguldza, beta-galaktozidaza) alebo nepriamo dokazom
produktov enzymatického Stiepenia (skuska na indol, sirovodik), vyuZzivanie
anorganického uhlika (citrat), redukcia dusi¢nanov, hydrolyza Skrobu, Zelatiny,

5. antigénna Struktra — bakteridlne bunky st zlozené z mnohych rdznych
antigénov. Pre praktické pouzitie je mozné urcovat’ pritomnost’ tychto antigénov
(Specifické povrchové proteiny alebo lipopolysacharidy) sérologickymi

metédami JANDOVA, KOTOUCKOVA, 1996).

1.2.1 Kultivacia

Ako pevné kultivacné médid sa pre C. difficile pouzivaji Schaedlerov
agar/bujon, VL agar, alebo Zitkovy agar. Kultivacia prebieha bez pristupu kyslika pri
37°C (VOTAVA, 2000).

Tabulka 1: ZloZenie Schaedlerovho agaru

Zlozka mg. dm”
Tryptofanovy sojovy bujon 10,0
Pepton 5,0
Kvasni¢ny extrakt 5,0
Glukoza 5,0
Cystein HCI 0,4
Hemin 0,01
Tris pufor 0,75
Agar 13,5

pH=7,6+0,2,t=25°C

ZDROJ: Oxoid Limited (vyrobca)

Schaedlerov agar s ov¢ou krvou je vysoko vyzivné médium, ktoré bolo ucelovo
vyvinut¢ pre rast vyhradnych anaerobov, ako su napr. laktobacily, streptokoky,
klostridia a Bacteroides. S pridavkom vitaminu K1 a heminu sa stdva zdkladom pre
niekol’ko selektivnych médii. Vyzivné latky v Schaedlerovom agare zaistuju tri
peptény. Zdrojom energie je glukéza. Tris tlmivy roztok je obsiahnuty preto, aby
v priebehu fermentacie glukézy nedoSlo k extrémnemu znizeniu pH. Kvasni¢ny
vytazok je bohatym zdrojom vitaminov. Hemin a ov¢ia krv dodavaji hém, ktory

anaeroby potrebuji, a dalSie latky podporujuce rast. Dnes sa toto médium Siroko
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pouziva ako zakladné, vysoko vyzivné médium pre izolaciu striktnych anaerdbov

(www.ita-intertact.com, www.oxoid.com).

Obr. 3: Schaedlerov agar, Clostridium difficile, 48 hodinova kultivacia (foto autorka

prace)

VL agar (z francuzstiny ,viande-levure“ — obsahuje misovo-kvasnicovy
extrakt) vo svojom zloZeni ma bohaté nutricné zlozky; mésovy extrakt, enzymaticky
kazeinovy hydrolyzat. L - cystein a kvasniény autolyzdt poskytuji potrebny
aminodusik, rastovy uhlik pre metabolizmus baktérii. Kvasni¢ny autolyzat je sucasne
zdrojom vitaminov skupiny B. Chlorid sodny vytvara osmotické prostredie. Glukoza je

fermentovate'nym cukrom a zdrojom energie (www.imuna.sk).

Tabul’ka 2: Zlozenie VL agaru

ZloZka mg. dm™
Enzymaticky kazeinovy hydrolyzat 10,0 g
Kvasni¢ny autolyzat 50g
Hovidzi odvar koncentrovany (susina) 20¢g
L - cystein hydrochlorid 04¢g
Chlorid sodny 50¢g
Glukoza 20¢g
Agar 17,6 g

pH=6,7-7,1

ZDROJ: www.imuna.sk (vyrobca)

Priamy dokaz C. difficile je relativne tazky (z latinského difficilis — obtiazny).
Napriek tomu, ze existuju selektivne pody pre jeho zachytenie, byvaju pokusy o jeho
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izolaciu vzhl'adom na to, Ze ide o baktériu vyzadujucu prisne anaerdbne prostredie,
casto neuspesné. Jednou z komeréne vyrabanych selektivnych diagnostickych pdd je
CCEY agar (Clostridium difficile cefoxitin cycloserine egg-yolk agar), v ktorej pridavok

antibiotik D-cykloserinu a cefoxitinu inhibuji sprievodni mikrofléru (www.hpa-

standardmethods.org.uk).

Detail kolonie

Obr. 4: Kolonie od pacienta s CDAD na CCEY agare (foto autorka prace)

Z tekutych kultivacnych médii mozno spomenut’ napriklad BHI — Brain Heart
Infusion broth. Rast C. difficile sa v tomto médiu prejavuje formou difuzneho zakalu a
jemného sedimentu. Pred samotnou kultivaciou je vSak potrebné zbavit' ho kyslika

povarenim (www.oxoid.com).

Tabul’ka 3: Zlozenie BHI bujoénu pouzivaného na kultivaciu C. difficile

Zlozka mg. dm™
Susina z tel'aciecho mozgu 12,5
SuSina z hovidzieho srdca 5,0
Pepton 10,0
Glukoza 2,0
Chlorid sodny 5,0
Fosfore¢nan sodny 2,5

pH=7,4+0,2,t=25°C

ZDROJ: Oxoid Limited (vyrobca)
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Kultivacia C. difficile je obtiazna z viacerych dovodov:
1. striktne anaerdbna baktéria — devitalizdcia mikroorganizmov v priebehu
transportu do laboratoria,
2. pohybliva baktéria — na agare sa moze plazit’ a tvorit’ zmieSanu kultiru s inymi

klostridiami, alebo ¢revnymi baktériami.

Viacer¢ laboratérid preto len dokazuji toxin vo vysSetrovanom materiali, ktorym
byva zvicsa stolica, alebo ¢revné vyplachy. Na dokaz toxinov C. difficile sa pouZzivaji
komer¢ne vyrabané vySetrovacie supravy zaloZzené na principe latexovej aglutinacie

pripadne metdéda ELISA — enzymatickd imunoanalyza (VOTAVA, 2000).

1.2.2 Fyziologické vlastnosti

Vela druhov klostridii patri medzi tzv. aerotolerantné anaerdby. To znamena,
Ze su schopné rast’ za pritomnosti az 10% molekularneho kyslika v atmosfére. Plati to
hlavne pre druhy C. canis, C. histolyticum, C. perfringens a C. tertium (VOTAVA,
2000).

C. difficile patri medzi stredne striktne anaerobne klostridia. Vd’aka modernej
kultiva¢nej technike a pouzivaniu selektivhych pdd na jeho izolaciu zo stolice,
v ktorych je cefoxitin a cykloserin inhibitorom sprievodne;j flory, sa kultivuje s mensimi
problémami ako v minulosti. Kolonie si okruhle, pretoze tyCinky st malo pohyblivé,
priemer kolonii je az 5 mm. Krvny ani Zitkovy agar nemenia. C. difficile kvasi vela
sacharidov, z bielkovin hydrolyzuje iba Zelatinu najskor za 48 hodin. Je vysoko citlivy
na vankomycin, ale na rozdiel od ostatnych klostridii je rezistentny na cefoxitin a

végsina kmenov tiez na klindamycin (BEDNAR, 1996).

1.2.3 Biochemicka identifikacia

Ako identifikacné biochemické znaky slizia tie vlastnosti, ktoré st I'ahko
zistitelné a pomerne stale. To znamend, ze vyskyt mutantov, ktori stratili tuto vlastnost,
je pomerne vzacny. Napriek tomu sa vSak tito mutanti vyskytuji a ich percento vyskytu
stupa v suvislosti so vzrastajicim zneCistenim zivotného prostredia. Preto sa dnes
prechadza od identifikacnych kl'aicov, ktoré uvadzali len pozitivne ¢i negativne reakcie,
k tabulkdm, v ktorych je uvedené percento kmetiov daného druhu, pri ktorych je test
pozitivny (JANDOVA, KOTOUCKOVA, 1996).
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Principom biochemickych identifikacnych testov je kultivacia baktérii
v tekutych pddach s pridavkom substratu a sledovanie schopnosti baktérii prislusnej
biochemickej premeny (napr. fermentdcia cukrov s naslednou zmenou pH produkciou
kyseliny, zmenou farby média rozkladom definovaného chromogénneho substratu, a
pod.). Biochemické mikrotesty ur€ené na identifikaciu klinicky vyznamnych bakterii st

vyrabané komeréne (ROMPRE, 2002).

Konfirmaéné testy

Pre blizsie taxonomické zaradenie bakterii vykultivovanych na selektivnych
médiach je potrebné urobit’ tzv. konfirmacné (potvrzujuce) testy. Tieto testy st na baze
biochemickych, imunologickych a chemotaxonomickych metéd (ROMPRE, 2002).

Identifikacia biochemickymi testami - v sucasnej dobe patria medzi
najcastejSie pouzivané konfirma¢né techniky. VyuZziva sa stanovenie Ilahko
detekovatelnych a stalych biochemickych vlastnosti. Na rychlu identifikdciu baktérii
boli vyvinuté diagnostické stpravy (mikrotesty). Supravy su tvorené mikrotitracnymi
dogti¢kami, ktorych jamky obsahuju dehydrované kultivaéné média (ROMPRE, 2002).

Identifikidcia imunologickymi metédami - je zalozend na identifikacii
bakteridlnych antigénov pomocou Specifickych protilatok. Imunologické metody
umoziuji detekciu antigénov cCelade, rodov, druhov ¢i sérovarov. Svoje miesto
v mikrobioldgii majii napriklad latexova aglutinicia, enzymatickd imunoanalyza
(ELISA), priama a nepriama imunofluores-cencia (IFA). Ich vyhodou je rychlost,
jednoduchost’ a citlivost. Obmedzenim tychto metdéd je Specifickost’ a koncentracia
protilatky, koncentracia antigénu a typ reakéného roztoku. Naviac moze dochadzat’ ku
skrizenym reakciam (ROMPRE, 2002).

Identifikidcia chemotaxonomickymi metédami — je zalozend na Studiu
chemického zlozenia bunkovej steny, ktoré je mozné pouzit’ na typizaciu baktérii.
Z pouzivanych metéd mozno uviest analyzu profilov proteinov a mastnych kyselin

(ROMPRE, 2002).

Dokaz produkcie katalazy

Tento enzym je vlastny aerobnym a fakultativne anaerobnym baktériam, ktoré su
vybavené cytochromovym systémom. Hlavny vyznam tohto enzymu spociva v znesko-
diiovani peroxidu vodika, ktory je pre baktérie toxicky. Ten vznika pri niektorych
biochemickych procesoch. Kataldza rozklada H,O, na vodu a kyslik (JANDOVA,
KOTOUCKOVA, 1996).
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1.2.4 Toxiny a ich detekcia

O antibiotikach je zname, ze kvantitativnym a kvalitativnym naruSenim ¢revnej
mikroflory umoznuju kolonizaciu a proliferaciu Clostridium difficile, a to hlavne u
hospitalizovanych pacientov. Kombinacia nozokomialnej expozicie Clostridium difficile
a oslabenia alebo straty fyziologicky sa vyskytujucich protektivnych komenzéalov vedie
ku koloniz4cii sliznice. S proliferaciou baktérii dochadza k tvorbe a sekrécii toxinov A a
B, ktoré su zodpovedné za vznik zapalovej ulceracie ¢revnej sliznice.

Obidva toxiny su klasickymi exotoxinmi. Ich aktivizacia teda nie je viazanad na
expresiu signdlnej sekvencie nukleotidov bunkovej DNA a tieZ nie je zapri¢inena
mechanizmami enzymatickej proteolyzy v hostitel'skom makroorganizme (SALYERS,

1994).

Toxin A je enterotoxin, ktory u zvierat vyvolava akutnu zapalovi odpoved'.
Jeho molekulova hmotnost’ je 308 kDa. Toxin A vyvolava kumuléciu tekutin v ¢revnom
epiteli hostitela. Neakumuluje sa voda, ako je to napriklad v pripade cholerického
toxinu, ale ide o akumulaciu viskéznej tekutiny krvného povodu. Toxin A teda
nevyvolava na rozdiel od cholerického toxinu alebo inych bakteridlnych enterotoxinov
totalnu dysfunkciu iébnovych pamp, iba zapric¢inuje dysfunkciu buniek ¢revného epitelu,
ktor¢ nemdézu nasledne z dovodu velkého mnozstva viskdznej tekutiny v bunkach
optimalne zabezpefovat’ kontrolu pohybu vody. Toxin A je pravdepodobnou pricinou
hnaciek, ktoré su prvym symptdomom pseudomebrandznej enterokolitidy

(Www.zuova.cz).

Toxin B je cytotoxin, ktorého enterotoxicky efekt nebol u zvierat preukdzany,
avsak v nedavnej dobe bol objaveny jeho patogeneticky vyznam u ¢loveka.

Toxin B nevykazuje enterotoxicku aktivitu. Zabija vSak bunky v tkanivovych
kultirach a bunky crevného epitelu. Je asi 100-1000x toxickej$i ako toxin A
(Www.zuova.cz).

Uvedené toxiny sposobuji vyplavenie prozapalovych slizni¢nych cytokininov,
ktoré v sliznici hrubého ¢reva vedu ku vzniku lozisk s intenzivnou exsudéciou. Tieto
loziské sa striedaju s ostrovéekmi intaktnej sliznice. Makroskopicky vyzeraji loziska
postihnutej sliznice ako SedoZlté pseudomembrany, €o je dané pritomnostou plakov
zlozenych zo zapalovych buniek a bunkového detritu z poskodenych krypt (JOYCE,
2003).
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Toxiny Clostridium difficile
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Obr. 5: Posobenie toxinov C. difficile
Vysvetlivky: PMN — polymorfonukledrne bunky ZDROJ: www.zuova.cz

Toxiny A a B su produkované pocas vegetativneho rastu. Ich tvorba nie je na
rozdiel od botulotoxinov a tetanotoxinu spojena so sporulaciou buniek. Iba jedna bunka
Clostridium difficile zo sto produkuje oba druhy toxinov (SALYERS, 1994).

Toxin A sa vyznacuje vyraznou chemotaxiou k polymorfonuklearnym bunkdm
(PMN) a je teda zodpovedny za zapalovl reakciu buniek ¢revného epitelu, ktora je
prvym symptomom rozvijajucej sa pseudomebrandznej enterokolitidy. Toxin A je
toxicky pre vacSinu buniek imunitného systému, pretoze vyvolava disrupciu
cytoskeletalnych komponentov. Toxin B je nezvy€ajne mald molekula bielkovinového
charakteru (SALYERS, 1994).

Bunky ¢revnej sliznice su znicené len vtedy, ak su pritomné zaroven oba druhy
toxinov. Toxin A zni¢i povrchové Struktiry buniek ¢revnej sliznice a zaroven potlaci
pripadny preventivny u¢inok PMN. Tym umozni molekulam toxinu B tspesne zattocit’
na bunky crevného epitelu. Toxin B zabija bunky crevného epitelu len vtedy, ak su
porusené jej povrchové Struktury a bunky st postihnuté dysfunkciou transportu vody.
Na crevnej sliznici vznikaju rozsiahle ulceracie - nekrotické utvary, pseudomembrany —
konglomeraty zni¢enych buniek ¢revného epitelu, uhynutych PMN, fibrinu a mucinu
v tvare lalo¢nate zdurenych, Zlto zafarbenych krust, ktoré je mozné pomerne I'ahko

endoskopicky detekovat’ (VOTH, BALLARD, 2005).
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Detekcia toxinov

V rutinnej diagnostike je najrozsirenejSou metddou detekcia toxinov vo vzorke
stolice metodou ELISA, respektive ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

V pripadoch s pozitivnou kultivaciou a negativnym vysledkom vySetrenia toxinu
priamo z izolovanych kolonii pomocou ELISA metody, je spravne spravit PCR
detekciu génu pre toxin. Velka Cast’ vykultivovanych kmenov s negativnym dokazom
toxinu metoédou ELISA bola takto nasledne uréena ako toxin pozitivna (DZUPOVA,
2008).

Imobilizovang profilatky Antigén sa viaZe na protilatku
Prermytie |
=3
Y Q\ (' .
Y Y & Antigén
Substrat
FPremytie
Protilatka

Enzymom oznacena

> >

protilitka
L
é FPrermytie :’ :;
Enzjirn zmeni farbu pridangho Enzimom oznaiend protilatka
substraty. saviaZe sa imohilizovarny antigén.
Obr. 6: Princip metédy ELISA ZDROJ: www.en.wikibooks.org

NajcCastejSie vyuzivané usporiadanie enzymovej imunoanalyzy na pevnej faze
(ELISA) pre stanovenie patogénov je priamy nekompetitivny (tzv. ,,sendvicovy*)
format. V prvom kroku sa na pevnu fazu imobilizuju protilatky. Potom sa prida antigén,
ktory interaguje s naviazanymi protilditkami. Po odstraneni nenaviazanych zloziek
nasleduje aplikacia protilatky oznacCenej enzymom (najCastejSie peroxidaza, alkalicka
fosfataza, P-galaktoziddza a glukdza-oxiddza). Na detekciu sa vyuZiva enzymova

reakcia, kedy sa bezfarebny substrat meni na farebny (www.biomikro.vscht.cz).

1.2.5 Antibioticka rezistencia
Rezistencia na antibiotika vznikd vplyvom vysledku génovej mutacie alebo

expresiou exogénneho genetického materidlu. Rezistenciu baktérii na antibiotika
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rozdel'ujeme na prirodzenu a ziskant. Spotreba antibiotik v humdnnej a veterinarnej
praxi ma za nasledok nérast rezistencie. Vzt'ah mezi spotrebou a rezistenciou nie je
linearny.

Selekciu rezistencie a vznik rezistencie ovplyviluje cely rad faktorov zo strany
makroorganizmu, mikroorganizmu a lieku. Medzi ne patria: génové mutacie vplyvom
vonkajSieho prostredia, mobilné genetické nosice, klonalna diseminéacia, lokélna
antibiotickd politika, pritomnost’ antibiotickych prehl'adov a smernic, tthrada antibiotik
a ich dostupnost’ a samozrejme dostupnost’ zdravotnickej starostlivosti. K prevencii
rezistencie napomadha podanie dostato¢nej davky antibiotika, naopak dlhsie
pretrvavajuce  subinhibi¢né koncentracie antibiotika rezistenciu  neselektuju
(JARCUSKA, LIPTAKOVA, 2004).

Nové epidemické kmene C. difficile sa vo vSeobecnosti vyznacuju nizSou
citlivostou k antibiotikdm. Zvyc¢ajnou vlastnostou novych kmeiov je rezistencia na
fluérochinolony. Pri mnohych kmenoch dochédza k postupnému znizovaniu citlivosti
na metronidazol, ¢o sa da l'ahko preukédzat’ rasticou hodnotou MIC. Na rozdiel od
izolatov z obdobi pred rokom 2001 su epidemické kmene C. difficile Casto citlivé na
klindamycin a pritom rezistentné na erytromycin. Sucasna rezistencia na klindamycin a
erytromycin, viazana na pritomnost génu ermB, bola zistend vo Svajéiarsku,
Francuzsku a Irsku. Naopak citlivost’ k obom antibiotikim bola hlasena z Nemecka a
Dénska. Vo vsetkych spomenutych krajindch sa vyskyt C. difficile systematicky
monitoruje, aj ked’ metodika nie je doteraz ujednotena (DZUPOVA a BENES, 2008).

1.3 Molekularno-biologické metody genotypovej charakteristiky

Genotypizatné metddy si vo vSeobecnosti povazované za pokrok v porovnani
s fenotypovymi (BRAZIER, 1998) a to z niekol’kych dovodov:
* mensSia ¢asova narocnost’ — vo vicsine pripadov nie je potrebna kultivécia,
» vysSia citlivost’ - detekcia i jednej molekuly DNA,
= $pecifickost’ - zalozena na detekcii skupinovo-, rodovo-, druhovo-, poddruhovo-
Specifickych sekvenci DNA ¢i RNA, ktoré su v case nemenné a nie su

ovplyviované podmienkami okolitého prostredia.

Vdaka vysokej rozliSovacej schopnosti boli viaceré znich zavedené i do

typizacie Clostridium difficile. Medzi najCastejSie pouzivané metddy patria
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toxinotypizacia a ribotypizacia, ktorych zdkladom je PCR, a makrorestrikénd analyza

pulznou elektroforézou (BRAZIER, 1998).

1.3.1 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Zakladom pre rozvoj molekuldrno-biologickych metéd bolo vyvinutie metody
PCR v 80. rokoch 20. storocia. V priebehu kratkej doby sa PCR stala najpouzivanejSou
amplifika¢nou metddou. Jej aplikdce si zname z mnohych odvetvi a v poslednych
rokoch sa zaCina vyuzivat' i v environmentalnej mikrobiologii. Patri medzi zakladné
techniky pouzivané na identifikaciu druhov, pripadne kmenov.

Principom je opakujuca sa enzymova syntéza novych retazcov vybranych
usekov DNA, ku ktorej dochaddza po pripojeni dvoch primerov viazucich sa na
protil'ahlé retazce DNA tak, Ze ich 3’"OH-konce smeruju oproti sebe. Ako primery sa
obvykle pouzivaju oligonukleotidy s dizkou okolo 20 parov baz (bp), ktoré si
komplementarne ku koncom amplifikované¢ho useku. Pre priebeh amplifikacie musi
PCR zmes okrem templatovej DNA a primerov obsahovat’ deoxyribonukleotidtrifosfaty
(ANTP) a termostabilni DNA polymerazu, ktord katalyzuje vlastni syntézu novych
retazcov (RUMLOVA et al., 2003).

Postup PCR spociva v opakovani troch krokov:
» denaturacie, pri ktorej dochddza k rozpleteniu retazcov templatovej DNA

(teplota 92-96°C),

= aneldcie, kedy dochadza k pripojeniu primerov k rozpletenym retazcom DNA
(anelacna teplota zavisi od Struktiry primerov),
= extenzie (= polymerdcia), kedy dochadza k predlzovaniu novych retazcov

(teplota 72 °C).

PCR obvykle prebieha po€as 3040 cyklov, v priebehu ktorych sa geometricky
zvysuje pocet cielovych sekvencii DNA (RUMLOVA et al., 2003).

Detekcia PCR produktov

Metody  detekcie  amplifikovanych usekov  maju  roéznou citlivost.
NajjednoduchSou, ale sti€asne malo citlivou metodou, je elektroforéza v agar6zovom
géli. Principom tejto metddy je sfarbenie amplikonov rozdelenych podla ich relativnej
molekulovej hmotnosti a vel'kosti naboja fluorescencnym farbivom. NajcCastejSie sa

pouziva etidiumbromid, ktory interkaluje medzi nukleotidy DNA. K vizualizécii
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zafarbenych amplikénov dochadza pomocou UV transiluminatora (RUMLOVA et al.,
2003).

1.3.1.1 Identifikacia Clostridium difficile pomocou amplifika¢nych metéd

Pomocou metédy PCR je mozné ziskat' velké mnozstvo kopii Specifického
useku DNA, ¢im je mozné detekovat’ rézne patogénne organizmy. WREN et al. (1990)
sa pokusili detekovat’" Clostridium difficile pomocou repetetivnych sekvencii
nachadzajiacich sa v oblasti génu pre toxin A. Ich metéoda sice dokdzala odlisit
toxinogénne kmene C. difficile od netoxinogénnych, ale nedokazala odlisit’
DNA Clostridium sordellii.

KATO et al. (1991) uvadzaju, ze sa im s pouzitim inych primerov
z repetetivnych a nerepetetivnych oblasti génu pre toxin A podarilo odlisit’ toxinogénne
a netoxinogénne druhy C. difficile. Naviac v praci demonstruju negativne vysledky
amplifikacie pri pouziti DNA Clostridium sordellii a inych druhov klostridii.

Identifikaciou kmenov C. difficile s rdéznou produkciou toxinov sa zaoberal
KATO et al. (1998). Pomocou dvoch sad primerov z nerepetetivnych oblasti pre gény
toxinov A a B a jednej sady z repetetivnej oblasti pre gén A, sa im uspeSne podarilo

rozlisit’ druhy s produkciou toxinov A+B+, A-B+ a A-B-.

1.3.2 Metody typizacie

Vramci epidemiologickych a fylogenetickych $tadii je  mnohokrat
nedostacujica detekcia bakterialneho druhu, ale je dolezité odlisit’ jednotlivé kmene. Na
tento ucel boli vyvinuté rdzne genotypové metddy. Genotypové metddy modZeme
rozIli§it na priame a nepriame. Priame metody zahfilaji sekvenovanie a jeho
modifikacie, naproti tomu nepriame metddy nevyzaduju stanovenie DNA sekvencie. Ich
podstatou je sledovanie polymorfizmu urcitého genotypového znaku (markeru). Ako
marker moZzno pouzit’ gén, negénovl oblast’ (intergenic region), mobilny element, alebo
restrikéné miesto. Vysledkom je fingerprint charakterizujuci dany kmen (STEPAN et
al., 2004).

Z typizacnych metdod mozno spomenut pulznu gélova elektroforézu (PFGE),
ktord sa vyuziva najCastejSie, ndhodni amplifikdciu polymorfnych usekov DNA,
multilokusovi sekvenénu typizaciu, ribotypizaciu, analyzu plazmidov ¢i sekvenovanie

(TENOVER et al., 1994).
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1.3.2.1 RFLP - polymorfizmus restrikénych fragmentov

Restrik¢éna analyza DNA je metddou charakterizacie DNA pomocou jej Stiepenia
restrikénymi endonukledzami na fragmenty. Identifikacia a analyza produktov Stiepenia
sa robi pomocou elektroforetického delenia. Je zname vel'ké mnozstvo bakteridlnych
restrikénych endonukleaz (asi 1 500). LiSia sa od seba tym, Ze rozpoznavaji rozne dlhé
sekvencie nukleotidov (4, 6, 8) a Stiepia DNA na rozne dlhé fragmenty podla
individudlneho poradia baz a podla rozpoznanej sekvencie. Za danych podmienok
vznikd reprodukovatelny pocet restrikCnych fragmentov s uréitou opat
reprodukovatelnou dizkou. Pocet i dizka fragmentov je pre daného jedinca $pecificka
(PRUSA, 1997).

Niektoré restrikéné endonukledzy su citlivé na metylaciu DNA. V niektorych
pripadoch metylacia adeninu a cytozinu inhibuju Stiepenie, v inych je metylacia pre
Stiepenie nevyhnutna. OdliSenie roznych DNA sa robi na zaklade polymorfizmu dizky
Stiepnych usekov. Tento polymorfizmus vznika na zaklade pritomnosti alebo
nepritomnosti rozpoznavanych a $tiepnych miest (PRUSA, 1997).

Vseobecne je platné, ze restrikéné endonukleazy, ktoré rozpoznavaju kratSiu
sekvenciu, Stiepia DNA castejSie na menSie Useky, zatial’ ¢o restrikéné endonukledzy
rozpoznavajuce dlhSie sekvencie Stiepia menej ¢asto a na dlhsie fragmenty.

Pri netGplnom (parcidlnom) Stiepeni DNA vplyvom nevhodnych reakénych
podmienok vznikaju dlhsie Gseky (napriklad vel'ky obsah bielkovin, nevhodna teplota,
nedostatocny Cas). Hviezdickové Stiepenie (tzv. ,star aktivita enzymu) je spdsobené
neSpecifickym Stiepenim mimo rozpozndvané miesta. Vznikd tak mnoho kratkych
usekov. Tento analyticky nepriaznivy stav méze byt sposobeny napriklad nadbytkom
glycerolu v reakcii. Preto nie je mozné zvySovat’ koncentraciu restrikéného enzymu v
reakcii zvySovanim pouzitého objemu, ale pouzitim rovnakého objemu enzymu zo

zasoby s vysSou koncentraciou (www.1f2.cuni.cz).

1.3.2.2 Toxinotypizacia

Clostridium difficile je povodcom pseudomembrandznej kolitidy a najcastejSou
pri¢inou nozokomidlnych hnaciek po antibiotickej lieCbe. Toxiny A a B su faktormi
virulencie a patria medzi velké klostrididlne cytotoxiny. Oba nart$aji aktinovu zlozku

bunkovej steny (SPIGAGLIA et al., 2002).
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Molekularne analyzy toxinov C. difficile zacali okolo roku 1990. Prvé pokusy
boli zamerané na klonovanie fragmentov toxinov a pokracovali sekvenovanim oboch
génov toxinov (DOVE et al. 1990; EICHEL-STREIBER, SAUERBORN, 1990),
pokracovali definovanim usekov DNA, ktoré¢ koduju toxiny (HAMMOND, JOHNSON,
1995; BRAUN et al., 1996) a stadiom regulacie tychto génov (MONCRIEEF et al., 1997,
MANI, DUPUY, 2001).

Gény toxinov A (tcdA) a B (tcdB) su Castou tzv. lokusu patogenity (pathogenity
locus - Paloc), ktory je velky 19,6 kb. Pri netoxinogénnych kmetioch je Paloc
nahradeny usekom dlhym 115 baz (RUPNIK et al., 1998).

Okrem fcdA a tcdB sa na Paloc nachadzaju tri doplitujice otvorené Citacie
ramce (ORF — open reading frames) a to tcdD, tcdE a tcdC, a ORF pre inzer¢né
sekvencie (cdu-2, cdu-2’, cdd-2, cdd-3 a cdd-4). Sekvencné a transkripéné analyzy
dokazali, ze TcdD (produkt génu tcdD) a TcdC (produkt génu tcdC) plnia ulohu
pozitivnych a negativnych regulatorov expresie tcdA a tcdB (SPIGAGLIA et al., 2002).

PL2 B2s PL3 A2 PL4
— — P —
2.0kb 1.8 kb 1.5 kb 2.0kb 1.6 kb
PL1 Bl B3s Al A3 PLC
I i I i I i i i P
2.5kb 3.1kb 2.7kb 3.1kb 3.1kb 0.3 kb
tedR tedB tedE tedA tedC
m&ﬁm Toxinotype 0
1] | ) | | ]
HN He He H HH H‘ Ec P ‘Ec ‘ E Nel 8
RR R Ha Ha S He
Lok3 Lokl
—>» <
115 bp
H:}ED:D: Non-toxigenic
edul cddl

Lok1Lok3 PCR
|

Obr. 7: Schéma Pal.oc Toxinotyp 0 a netoxinogénneho kmeia ZDROJ: www.mf.uni-mb.si

Gény tcdB a tcdA maji podobnu vel'kost’ (7 a 8 kb) a oba obsahuju repetetivne
sekvencie na 3’konci (RUPNIK et al., 1998). EICHEL-STREIBER et al. (1992)
dokazali vysoky stupent homologie medzi tymito dvoma génmi. Oba Strukturadlne gény
maju tri domény kore§pondujuce s troma funkénymi doménami toxinov. C-terminédlna
opakujuca sa oblast’ sluzi ako receptor pre vdzobné oblasti, centralna Cast’ je potrebna
pre translokaciu a N-termindlna doména ma katalyticku funkciu (EICHEL-STREIBER
et al., 1996).
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Ako pridavny toxin k toxinom TcdA a TcdB, ktoré patria do skupiny velkych
klostrididlnych toxinov (LCT — large clostridial toxins), produkuji kmene C. difficile
tiez treti toxin, oznaCovany ako ,binarny toxin“ — cdt, ktory patri do skupiny
klostrididlnych bindrnych toxinov (PERELLE et al., 1997). Bolo dokazané, ze len
kmene, ktoré maju zmeny v génoch toxinov tcdA a tcdB v porovnani s referenénym
kmetiom VPI 10463 (variantné kmene) produkujt binarny toxin (STUBBS et al., 2000).
Bol popisany len jediny kmeni podobajuci sa na kment VPI 10463 pozitivny na
produkciu binarneho toxinu (SPIGAGLIA, MASTRANTONIO, 2002).

Binarny toxin produkuje len asi 8% kmenov, a to toxinotypy III, IV, V, VI, VII,
IX, X, XI, XIV, XV, XVI a XVII. Vacsina kmenov (toxinotypy I, II, XII a XIII) ma
gény pre toxiny velmi podobné referencnému kmeiiu VPI 10463 a bindrny toxin
neprodukujt. Toxinotyp VIII, zahfiiajici izolaty A-B+, je jedinym kmeniom spomedzi
variantych kmenov, ktory neprodukuje binarny toxin.

tedA PaLoc C e T T ——
tcdB tcdR tcdB l tedE rchl tedC

4. 29Mb/IMB
Large clostridial toxins

C. difficile 630

1,07 Mb
chromosome

122Mb

Fbp68
ciltA
CdtR CditA CdtB
Binary toxin
Obr. 8: Faktory virulencie C. difficile ZDROJ: DENEVE et al., 2009

Binarny toxin moze byt produkovany kmefimi, ktoré¢ nemaji gény tcdA a tcdB
(toxinotyp XI), preto je detekcia binarneho toxinu v niektorych pripadoch
netoxinogénnych kmenov u symptomatickych pacientov vysvetlenim virulencie tychto
kmenov. Binarny toxin je kddovany dvoma génmi, cdtA pre katalytickl jednotku a cdtB
pre vdzobnu jednotku. Oba toxiny sucasne moézu byt detekované v multiplexove] PCR

(STUBBS et al., 2000).
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Vicsina epidemiologickych stadii zameranych na C. difficile pouzivala svoj
vlastny typiza¢ny systém (RUPNIK et al., 1998). RUPNIK et al. (1997) sa vo svojej
praci zamerali na PCR protokol pre amplifikaciu celej sekvencie génov pre toxiny C.
difficile. Na odliSovanie kmenov pouzili rozdiely v lokalizacii restrikénych miest na
amplikone. Na zéklade ziskanych informacii boli jednotlivé Stiepne vzory zaradené do
toxinotypov. Na obrazku 9 a 10 st zobrazené jednotlivé Stiepne vzory fragmentov A3 a
B1 a v tabul’ke 4 je uvedeny kl'i¢ na zarad’ovanie do toxinotypov a ribotypov.

1 2 3 4 5 6 7
M H A H A H A H A H A H A H A M

-
—
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—
—
—
f—
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e
—
—

Obr. 9: Stiepne vzory pre fragment B1-PCR ZDROJ: www.mf.uni-mb.si
Vysvetlivky: M — dizkovy marker, H — fragment B1-PCR $tiepeny Hincll, A —
fragment B1-PCR Stiepeny Accl, 1-7 — typ restrikcie,

M1 23 4 9121314 56 7 81011M M1 2 349121314 5 6 7 8 10 11 M
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Obr.10: Fragment A3-PCR nestiepeny a Stiepne vzory po restrikcii EcoRI
Vysvetlivky: M — dizkovy marker, 1-14 — oznadenie vznikajuceho produktu a

Stiepneho vzoru ZDROJ: www.mf.uni-mb.si
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Tab. 4: Typy RFLP vzorov BI-PCR a A3-PCR fragmentov a zodpovedajtci toxinotyp a

ribotyp
Toxinotyp Typ §]t3iipenia Typ §§§penia P:((:;lil:ll;iia Ribotyp
0 1 1 A+B+CDT- 001, 002, 004...
I 1 4 A+B+CDT- 003,012, 102
11 1 3 A+B+CDT- 103
111 4 2 A+B+CDT+ | 027,034, 075, 080
v 2 2 A+B+CDT+ | 023, 058, 059, 063
A% 3 8 A+B+CDT+ 066, 078
V-like 3 8 A-B+CDT+
VI 3 5 A+B+CDT+ 045, 063, 066
VII 3 6 A+B+CDT+ 063
VIII 5 7 A-B+CDT- 017,047
IX 5 2 A+B+CDT+ 019
X 5 NEG A-B+CDT+ 036
Xla NEG 5 A-B-CDT+ 033
XIb NEG 8 A-B-CDT+ 033
XII 6 1 A+B+CDT- 056
XIIT 1 9 A+B+CDT- 070
XIv 7 2 A+B+CDT+ 111
XV 7 2 A+B+CDT+ 122
XVI 3 10 A-B+CDT+
XVII 5 NEG A-B+CDT+
XVIII 1 11 A+B+CDT-
XIX 1 5 A+B+CDT-
XX 1 6 A+B+CDT-
XXI 5 1 A+B+CDT-
XXII 4 1 A+B+CDT+
XXIIT 5 2 A+B+CDT+
XXIV 1 1 A+B+CDT+
XXV 4 12 A+B+CDT+
XXVI 3 10 A+B+CDT-
XXVII 1 14 A+B+CDT-
ZDROJ: www.mf.uni-mb.si

31




1.3.2.3 Ribotypizacia a pribuznost’ kmenov

VyuzZitie typizacnych metdd zaloZenych na principe PCR bolo popisané pri
vel'kom pocte organizmov. NajCastejSie su tieto metddy zalozené na vyuziti jedného
nahodného paru primerov a nizko Specifickej teploty annelingu pre dosiahnutie tvorby
pruzkov. Tieto metdody zndme ako RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
alebo AP-PCR (A4rbitrarily primed PCR) vykazuji vysoku rozliSovaciu schopnost’.
Avsak pri pouziti nastavaju problémy s reprodukovatelnostou vysledkov. Ciastoéne je
to vysledok pouzivania réznych druhov termocyklerov ¢i mierne zmenenych
podmienok v roznych laboratoriach (BERG et al., 1994).

Idealny typizaény systém teda umoznuje reprodukovatelnost’ vysledkov
v roznych labotatéridch. Na prekonanie problémov spojenych s nédhodnou vézbou
primerov je teda potrebné vyuzit polymorfizmus Specifickych génov s pouzitim vysoko
Specifickych primerov a presnej teploty anelacie. Gény rRNA umoziuji svojim
usporiadanim v gendme vyuzitené miesto pre tieto Studie. V genome sa nachadzaji vo
viacerych kopiach a analyzu usporiadania prizkov je mozné vyuzit na typizovanie
druhov (O'NEILL et al., 1996).

Konvencna ribotypizacia je zaloZzend na izoldcii DNA zkolonie baktérii a
naslednom Stiepeni tejto DNA restriktazami. Nasledne sa poStiepend DNA prendsa na
membranu, kde sa fixuje. Potom prebieha hybridizacia s probami znacenymi enzymom,
ktoré sa navdzuji na zdklade komplementarity. Po pridani substratu d6jde na zdklade
jeho Stiepenia enzymom k farebnej zmene Specifickych fragmentov. Ulozenie a
intenzita pruzkov vytvoria ribotyp (wWww.cepacia.wz.cz)

GURTLER (1993) popisal modifikéacie v konvenénej ribotypizacii. Tie spocivali
vo vyuziti PCR na amplifikaciu oblasti medzi génmi pre 16S a 23S rRNA. Na analyzu
medzigénovej oblasti sa amplifikuje zodpovedajuci isek DNA za pomoci presne
definovanych primerov. Tato medzigénova oblast’ vykazuje vysoky stupeil heterogenity,
na rozdiel od génov pre rRNA, ktoré st evoluc¢ne vysoko konzervované a nemenné.

Rovnako bolo dokazané, ze v genome C. difficile sa nachadza 10 kopii génov
pre TRNA a varidcie v medzigénovej oblasti boli dokdzané nielen medzi odliSnymi
kmenimi, ale 1 medzi r6znymi kopiami rRNA operénu na tom istom chromozdéme
(GURTLER, 1993).

Ribotypizacia je teda metdda zalozend na analyze polymorfizmu v oblasti rRNA

operénu. Existuje vysokd variabilita medzi baktériami v pozicii a intenzite rRNA
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pruzkov, ¢o sa vyuziva na ich klasifikdciu a identifikaciu. Ribotypizacia je teda zvlast
vhodné na t¢ely molekuldrnej epidemiologie (SACK et al., 2004).

Vzhl'adom na to, Ze tato technika ma vysoké rozliSenie, reprodukovatelnost’ a
moze byt vykonana relativne I'ahko a rychlo, méze sa vyuzivat’ na tvorbu referenénych

kniZnic a vyuzivat’ sa na porovnania medzi laboratoriami (BRAZIER, 2001).

Pribuznost’ kmenov

NajcastejSie sa vzajomnd podobnost’ a pribuznost’ medzi organizmami graficky
vyjadruje pomocou stromového grafu — dendrogramu.

Modely molekuldrnej evolicie sa vyuzivaji pri konstrukcii dendrogramov
dvojakym spdsobom. Je mozné na zaklade rozsiahlych stiborov dat vypocitat’ prislusné
parametre modelov a tieto parametre potom pouzivat’ univerzalne i na iné subory dat.
Tento pristup v sucasnosti prevazuje pri analyze bielkovin, kedy ako zdroj
univerzalnych parametrov sluzia napriklad Dayhoffové matice frekvencii jednotlivych
typov aminokyselinovych zamen odvodené na zéklade analyzy velkého poctu bielkovin
pochadzajucich od vzajomne si blizko pribuznych druhov.

Druhy pristup, pouzivany v sti€asnosti predovsetkym pri analyze DNA, spociva
v tom, Ze parametre prislusného modelu sa stanovuju v priebehu vlastnej analyzy
prave na zaklade analyzovanych dat. Tato moznost’ je v pripade dostatocného mnozstva
dat pochopitel'ne presnejsia, pre mensie datové subory vSak moze byt zat'azend znacnou
chybou.

V praxi je vSak mozné oba stibory kombinovat’. Pri vytvarani dendrogramov na
zaklade sekvencie bielkovin sa védcSinou pouzivaju nielen Dayhoffové matice, ale
vypocet sa minimalne opiera i o redlne frekvencie vyskytu jednotlivych aminokyselin v
analyzovanych bielkovinach a véc¢Sinou sa dokonca robi i korekcia na variabilitu
substituénych rychlosti v jednotlivych pozicidch aminokyselinového retazca. V pripade
analyzy génov pre ribozomalne RNA, zase programy mozu brat’ do tivahy i sekundarnu
Struktiru prislusnej rRNA.

V pripade diStan¢nych metdd sa dany model v priebehu vypoctu pouzije iba
jeden krat a to na samom zaciatku, kedy sa jednorazovo vytvori na zéklade znakovych
dat matice vzdialenosti medzi jednotlivymi OTU (operational taxonomic unit —
operacno taxonomickd jednotka - druh alebo skupina druhov vytvarajuca jednu vetvu

na fenograme ¢i kladograme). V pripade znakovych metdd sa dané modely (vratane
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odhadu ich parametrov) uplatiuju opakovane takze vypoc€tova naro¢nost’ v tychto
pripadoch narasta.

Dendrogram vyjadrujici podobnost’ organizmov nazyvame feneticky strom —
fenogram. Naproti tomu dendrogram vyjadrujuci vzajomnu pribuznost’ porovnavanych
organizmov, t. j. poradie ich odvetvovania od spolo¢ného predka, nazyvame
fylogeneticky strom — fylogram. V pripade, Ze Studujeme pribuznost’ a poradie
odvetvovania jednotlivych linii v rdmci jedného druhu (tokogenézu) hovorime €asto o

genealogickom strome (www.natur.cuni.cz).

1.3.2.4 PFGE - Makrorestrikéna analyza pulznou elektroforézou

Zakladom molekulérnej bioldgie je manipuldcia s DNA a jej analyza. Technika
rozdel'ovania zmesy DNA na fragmenty rozli¢nej dizky pomocou elektroforézy bola
uspesne zavedena v 70. rokoch minulého storocia (JOPPA et al., 1992).

Pri konvencnej gélovej elektroforéze sa molekuly DNA pohybuji priamociaro a
plynule od katddy k andde a rychlost’ pohybu je priamoumerna ich velkosti.

V roku 1984, SCHWARTZ a CANTOR popisali pulznt elektroforézu (PFGE -
pulsed field gel electrophoresis), predstavujiicu novy sposob separaciec DNA. PFGE
umoznila delit’ extrémne dlhé tiseky DNA bez nutnosti Stiepit’ ich. ZvySila horna
hranicu velkostného limitu separacie DNA z 30-50 kb pri pouziti postupu klasickej
elektroforézy na viac ako 10 Mb, ¢o umoznilo jej vyuzitie v novych metodikach.
Vysledkom je zavedenie PFGE do rutinnych postupov. S vyuzitim tejto techniky je teda
mozné analyzovat’ maly pocet vel'kych fragmentov DNA, namiesto klonovania vel’kého
poctu malych fragmentov DNA.

Zakladnym rozdielom medzi klasickou elektroforézou a PFGE je pohyb DNA
posobenim elektrického pola. V priebehu klasickej (kontinudlnej) elektroforézy sa
fragmenty s velkost'ou medzi 30 a 50 kb pohybuji rovnakou rychlostou. To je mozné
pozorovat’ na géli ako jeden velky difuzny prazok. Ak je vSak DNA nutend zmenit’
smer v priebehu elektroforézy, rézne velké fragmenty v oblasti tohto difizneho prazku
sa za¢nu oddel'ovat’ jeden od druhého (JOPPA et al., 1992).

S kazdym preorientovanim elektrického pol'a sa teda menSie fragmenty DNA
zacnll pohybovat’ novym smerom rychlejSie ako vacsie fragmenty. Vd’aka tomu vécsie
fragmenty DNA zaostavaji, ¢o umoziuje ich oddelenie od menSich fragmentov

(GUNDERSON, CHU, 1991).
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Napriek tomu, ze existuje mnoho typov pristrojového vybavenia pre PFGE,
mozno ich rozdelit’ do dvoch kategoérii. Najjednoduchsie vybavenie bolo navrhnuté pre
FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis). FIGE pracuje na zadklade periodicky sa
meniacej polarity elektrod v priebehu elektroforézy. To sposobuje, Zze DNA sa pohybuje
urcity ¢as opa¢nym smerom (JOPPA et al., 1992).
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Obr. 11: Porovnanie rozliSovacej schopnosti kontinualnej elektroforézy a pulznej
elektroforézy ZDROJ: www.orion.chemi.muni.cz

Do druhej kategérie patria pristroje, ktoré reorientujt DNA o urcity uhol,
spravidla medzi 96 a 120°, ¢o spdsobi, ze sa DNA pohybuje stile vpred v ,,cik-
cakovitom* smere. Pre fragmenty podobnej velkosti to za optimalnych podmienok
znamena rychlejSiu separéciu a ich lepsie oddelenie (JOPPA et al., 1992).

Videalnom pripade sa DNA oddeluje vrovnych linidch ¢o ulahcuje
porovnavanie vzoriek. Povodné systémy vyuzivajuce pulznu elektroforézu, vyuzivali
nehomogénne elektrické pole, ¢o vychylovalo vzorky z rovnych linii a stazovalo ich
porovnavanie (SCHWARTZ, CANTOR, 1984). Najjednoduchsi spdsob ako dosiahnut’
rovné linie je vyuzitie metddy FIGE, ktord vyuziva paralelné usporiadanie elektrod, ¢o
zarucuje homogénne elektrické pole.

Na zvySenie separacnej schopnosti a rozliSenia velkych fragmentov DNA je

potrebnd reorientacia uhla elektréod. VyuZziva sa uhol medzi 96° a 140°, najCastejSie
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120°. Mensi uhol (pod 100°) zvySuje pohyblivost DNA bez ovplyvnenia rozliSenia
(JOPPA et al., 1992).

Pri PFGE je teda gél vystaveny elektrickému pol'u, ktorého smer sa pod urcitym
uhlom v casovych intervaloch periodicky meni. Aby sa molekuly DNA mohli
pohybovat v smere zmeneného elektrického pol'a, musia najskor zmenit' svoju
orientdciu. Tento proces sa nazyva reorientacia a ¢as potrebny na jej uskutoCnenie sa
oznacuje ako reorientacny ¢as. VicSie molekuly DNA potrebuju na svoju reorientaciu
viac ¢asu, nez mensie molekuly a ich vysledny priamociary pohyb je preto pomalsi.
Medzi rozhodujtice parametre pri PFGE teda patri okrem napétia, teploty a koncentracie
elektroforetického pufru, ktoré su vyznamné i1 pri pouziti konvencnej elektroforézy,
naviac aj pulzny c¢as. Ten je mozné udrziavat’ v priebehu separdcie bud’ na konStantne;j
urovni alebo ho spojite pripadne nespojite menit’ (zvySovat’). Tym je mozné regulovat’
vel'kost’ molekul, ktoré sa za danych podmienok este pohybuju, pretoze ich reorientacny

&as je niz§i ako doba pulzu (SMARDA et al., 2008).

Bakterialna suspenzia U

* Zmiedanie s agarézou

Formiéka na bloéky

s e .

* Chemicka lyza a premyvanie

DNA v blockoch

* Restrikény enzym

Elektroforéza (PFGE)

* Dokumentacia

Analyza dat

Obr. 12: Schéma pripravy PFGE ZDROJ : SMARDA et al., 2008
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Technika pulznej elektroforézy sa vyuziva na separaciu intaktnych molekul
DNA (napr. chromozémov baktérii alebo kvasiniek) alebo restrikénych fragmentov
s velkost'ou desiatok kilob4dz az niekol'ko megabdz. Molekuly DNA, ktoré sa maju
analyzovat’ PFGE, nie je mozné izolovat’ Standardnymi metédami, pri ktorych dochadza
k ich poskodeniu. Na izolaciu sa pouziva Specialny postup, ktory zahfna kultivaciu
buniek do presne stanovenej hustoty a ich zmieSanie s roztavenou agarézou s nizkym
bodom topenia (tzv. low melting agarose). Suspenzia buniek sa nésledne prenesie do
malej formicky, alebo sa kvapka na podlozné sklicko. Lyza buniek a deproteinizacia
DNA potom prebicha v takto pripravenych agarézovych blockoch, kde je DNA
chranena pred neSpecifickou fragmentaciou striznymi silami pri pipetovani. Po
k degradacii restrikénych enzymov a proteinazu je tiez potrebné nevratne inhibovat’. Pri
restrikénom Stiepeni umoziuje agaréza dobru difiziu enzymov k DNA a agardzové
blo¢ky s nastiepenou DNA sa mozu priamo nanasat’ do jamiek v géli (SMARDA et al,

2008).

1.3.2.5 Real-time PCR

Jednym z problémov klasickej PCR je, Ze nie je spolahlivd korelacia medzi
pociatoénym mnozstvom templatu a kone¢nym mnozstvom produktu PCR pri pevnom
pocte cyklov. Ako spolahlivejsi sa javi vztah medzi mnozstvom templatu a poctom
amplifikaénych cyklov potrebnych na vytvorenie detekovate'ného mnozstva produktu.
Teoreticky by bolo mozné zostavit’ rozne amplifikacné reakcie, zastavit’ ich po réznom
pocte cyklov a analyzovat, ktoré¢ reakcie poskytli detekovatelny produkt. Tento postup
by vSak bol pracny a nédkladny. Situédcia by sa vSak zjednodusila, ak by existoval sposob
ako detekovat’ pritomnost’ produktu bez toho, aby bolo potrebné amplifikacnu reakciu
zastavit'. Prave to je zakladom PCR v realnom &ase (SMARDA et al., 2008).

Na uskuto¢nenie PCR v redlnom c¢ase je potrebné mat’ sposob ako zistit
pritomnost’ produktu reakcie v okamihu jeho vzniku, a nie az po zastaveni reakcie a
vizualizacii v agar6zovom g¢li. Najjednoduch$im spdsobom, ako tento problém
vyriesit, je pridanie takého farbiva do PCR zmesi, ktoré je schopné fluoreskovat’ po
naviazani na dvojretazcovii DNA. Tento pristup ma vSak slabiny spoc¢ivajuce v tvorbe
faloSnych signdlov, akonahle sa farbivo naviaZze na chybny produkt reakcie. VysSiu
Specifickost’ je mozné dosiahnut’ pouzitim sond, ktoré sa viazu len na Specificky

produkt (SMARDA et al., 2008).
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1.4 Vyskyt

Rizikové faktory pre rozvoj CDAD ul'udi zahfiiaji lieCbu antibiotikami, vek
(viac ako 65 rokov), chemoterapiu, dlhotrvajucu hospitalizciu a problémy s travenim.
Potencialne riziko prenosu C. difficile zo zvierat na 'udi zvySuje i blizky kontakt medzi
zvieratami a 'ud’'mi. V domdacnostiach v USA sa chova priblizne 132,4 mil. psov
a maciek a je viac ako 5 mil. domestikovanych koni (ARROYO et al., 2005).

NajcastejSi ribotyp v Eurdpe je 027, existuji vSak velké lokélne rozdiely.
V Pol'sku napriklad prevlada typ 017, v Mad’arsku 014, vo Velkej Britanii bol Casty typ
001, avsak v poslednej dobe vystupuje do popredia typ 002 (DZUPOVA, BENES,
2008).

Hypervirulentny kmen

Clostridium difficile je najcastejSou infekénou pri¢inou nozokomidlne
vyvolanych hnaciek v rozvinutych krajinach. V poslednych rokoch sa rapidne zvysil
vyskyt CDAD (C. difficile-associated disease) v Severnej Amerike a Europe, Co viedlo
k objaveniu epidemického kmena oznacovaného ako NAP1 (North American Pulsed-
field Gel Electrophoresis Type 1). Vyskyt tohto epidemického kmena sa daval do
suvislosti so spravami o zvysSujucich sa problémoch s CDAD a infekciou v populacii,
ktora bola v minulosti povazovana za nizko rizikovi (NERANDZIC, DONSKEY,
2009).

Od objavenia nového hypervirulentného kmena C. difficile BI/NAP/027 v roku
2003 uz prebehlo mnoho epidémii v Severnej Amerike a Eurdpe. Ribotyp 027 bol
prvykrat izolovany v roku 1988 vo Francuzsku. Ako povodca nozokomialnych epidémii
CDAD (Clostridium difficile associated disease) so zdvaznym priebehom a vysokou
imrtnostou bol identifikovany prave v roku 2003 (DZUPOVA, BENES, 2008).

Tento kmenl sa po prvykrat objavil v Pittsburghu, USA, v rokoch 2002-2003.
Jeho vyskyt bol Siroko medializovany a dostal nazov ,,superbug®.

OznaCenie kmenia NAP/027 vyplyva z identifikatnych mikrobiologickych
metdd: pomocou ribotypizacie bol kmen charakterizovany ako ribotyp 027, na zaklade
pulznej gélovej elektroforézy ako NAP1 (North American Pulsovar Type 1). Pomocou
PCR-REA (Restriction Endonuclease Analysis) su kmene 027/NAP1 zarad’ované do
skupiny BI (DZUPOVA, BENES, 2008).

Kmene BI/NAP/027 obsahuju mutaciu v pozicii 117 na TedC géne, ktory koduje

protein C. Protein pdsobi supresivne na gény pre toxiny A a B. Mutécia vyradi tento gén
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z funcie. Kmene produkuju 16-krat viac toxinu A a 23-krat viac toxinu B. Kmen 027
produkuje naviac tzv. binary toxin (odtial’ oznac¢enie BI/NAP/027), ktorého patogenita
doteraz nebola jasne preukdzana. Tieto faktory virulencie nie st unikatne pre
BI/NAP/027, vyskytuju sa aj pri inych ribotypoch, napr. 078 (DZUPOVA, BENES,
2008).

Vyskyt vo veterinarnej medicine

Ochorenia vyvolané Clostridium difficile sa stali vysoko aktualne nielen
v humannej, ale aj vo veterindrnej medicine. Uz dlho su v Nemecku a v Spojenych
Statoch americkych zname enterokolitidy zriebdt a mladych koni sporadicky sa
vyskytujuce u jedincov s anamnézou terapeutickej aplikacie urcitych antibiotik. Okrem
toho bol pri kotloch, podobne ako u ¢loveka, popisany fenomén nozokomidlnych nidkaz
C. difficile. Z veterinarneho hl'adiska su vSak najzavaZnejSie epizodcie (epidémie
zvierat) novonarodenych prasiatok popisované v poslednom obdobi v chovoch prasiat
v USA, na rozdiel od situdce v Eurdpe, kde sa doposial’ v etiologii uplatiovali
predovsetkym patogénne izolaty E. coli a Clostridium perfringens typu A.

Podl'a dostupnych literdrnych zdrojov bola neonatdlna infekcia prasiatok
toxinogénnymi kmenimi C. difficile v Eurdpe zaznamenand len sporadicky.
V poslednych piatich rokoch vSak vela americkych autorov povazuje toxinogénne
izolaty C. difficile za hlavnu pri¢inu nezvladnutel'nych neonatalnych hnaciek prasiatok
vo velkokapacitnych farmach sniekol’kymi tisickami prasnic — matiek
(MASARIKOVA, SMOLA, 2007).

Mnohé Studie potvrdili vyskyt zivoc¢iSnych rezervoarov C. difficile, a bola
zistend vysokd rozmanitost druhov hostitel'skych organizmov. Viaceré¢ S$tadie sa
zameriavali na mozny zoonoticky prenos, ani jedna vSak nepodala presvedcivy dokaz
(BRAZIER, 1998).

Napriek izolaciam C. difficile z r6znych druhov domacich zvierat a ndznakom,
ze zvieratd chované v domdcnosti mozu byt potencidlnym zdrojom ndkaz u cloveka
(BORRIELLO et al., 1983), prebiehal len vel'mi maly vyskum mozného prenosu medzi
druhmi. O'NEILL et al.(1993) nedokazali pomocou restrikénych analyz pribuznost
medzi kmenmi ziskanymi od zvierat aizolatmi pochadzajucimi od Tudi. AvsSak
podotykaji, Ze modze stile existovat riziko prenosu infekcie C. difficile

z domestikovanych zvierat na l'udi.
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2 CIEL PRACE

Ciel'om diplomovej prace bolo:

1.

Zavedenie genotypovych metdd na identifikdciu a polyfazovl charakterizaciu
kmenov Clostridium difficile od pacientov s infekciou CDAD.

S vyuzitim ribotypizéacie, toxinovej typizacie a makrorestrikénej analyzy
charakterizovat’ klinické kmene ziskané od pacientov s CDAD. Ziskané

restrikéné profily porovnat’ s profilmi zbierkovych kmeniov C. difficile.

Pre dosiahnutie stanoveného ciela bolo potrebné analyzu kmenov rozdelit do

niekol’kych Ciastkovych etap:

1.

S A R

Detekcia toxinov vo vzorkéch stolice.

Kultivacia vzoriek na selektivnej zivnej pode.

Identifikacia kmeniov pomocou biochemickych testov.

Testovanie antibiotickej rezistencie.

Uchovéavanie zbierky kmenov zmrazenim pre neskorSie testovanie.
Vyockovanie zmrazenych kmeiiov a ich kultivacia.

Izolacia DNA a jej analyza pomocou detekcie binarneho toxinu, ribotypizacie,
toxinovej typizacie a makrorestrikénej analyzy.

Porovnanie ziskanych profilov s profilmi zbierkovych kmetiov.

40



3 MATERIAL A METODY

3.1 Kultivacia

Analyzované kmene C. difficile pochadzali zo zbierky 2. LF Karlovej univerzity
v Prahe CR a FN Motol v Prahe CR. Referenéné kmene ziskala institicia z Leidenu
(Univerzitné medicinske centrum, Holandsko). Klinické kmene, s vynimkou dvoch,
pochadzaju od pacientov, ktori boli diagnostikovani vo FN Motol.

Kmene boli uchovavané pri -80°C. Po vyockovani sa vSak nejavili tieto kmene
ako vitalne, preto sme skusali iné spdsoby zmrazovania. Jednym zo spdsobov bola
kultivacia C. difficile v BHI bujone (Brain Heart Infusion broth) a nésledne rozmieSanie
rovnakého objemu kultiry v BHI bujone s glycerolom. Inou metédou bolo
suspendovanie kultiry narastenej na Schaedlerovom agare v Eppendorfovej skimavke
so zmesou glycerolu a zivnej pddy zmieSanych v pomere 1:1.

Po vyockovani zo zmrazenej kultiry boli kmene C. difficile kultivované
v anaerébnom prostredi anaerostatu, pri teplote 37°C po dobu 48-72 hodin. Kultivacia
prebiehala na Schaedlerovom agare, pripadne na CCYE agare. Na Schaedlerovom agare

vykazovali kultiury intenzivne;jsi rast.

3.2 Identifikacia

Identifikdciu sme robili po 48-72 hodinovej kultivacii. Vyuzivali sme farbenie
podla Grama, kultivaciu na CCEY, kontrolné vyockovanie pre aerébnu kultivaciu a
katalazovy test na dokaz anaerdbnosti vykultivovanych baktérii. Kataldzu testujeme
ponorenim kl'uc¢ky s bakteridlnou kultirou do 3% H,O,. Pritomnost’ bubliniek sved¢i o

odburavani H,0, a teda pritomnosti katalazy.

3.2.1 Biochemicka identifikacia

Vsetky klinické kmene boli kultivované na CCEY, aby sa potlacila sprievodna
fekalna mikrofléra. Po 72 hodinéch sa kultara preockovala na Schaedlerov agar, kde sa

pomnozila. Nasledne sa identifikovala pomocou anaerotestu.
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Na identifikdciu kmenov sme pouzivali test ,MICRO-LA-TEST* (PLIVA-
Lachema), s oznacenim ANAEROtest 23. V jednotlivych testovacich jamkach boli

testované biochemické znaky:

URE —rozklad urey LAC — fermentécia laktozy
BGL — pritomnost’ f-glukozidaz RHA - fermentacia ramndzy
MLZ — fermentécia melezitozy ARA — fermentécia arabindzy
ESL — hydrolyza eskulinu GAL — fermentécia galaktozy
SOR — fermentacia sorbitolu MAN — fermentacia manitolu
XYL — fermentacia xylozy FRU — fermentacia fruktozy
TRE — fermentacia trehalozy CEL - fermentacia celobiozy
MLT — fermentacia maltozy SAL — fermentacia salicinu
RAF — fermentacia rafindzy GLU - fermentacia glukozy
SUC — fermentacia sukrozy MNS - fermentacia mandzy
IND — produkcia indolu z tryptofanu NIT — redukcia nitratov

NAG - produkcia N-acetyl-p-D-glukozaminidazy

Tab. 5: RozloZenie biochemickych znakov pri testovani anaerotestom

Riadok 1 | Riadok2 | Riadok 3
A URE BGL kontrola
B MLZ NAG SOR
C LAC RHA ARA
D GAL MAN XYL
E FRU TRE CEL
F MLT SAL RAF
G GLU SUC MNS
H IND NIT ESL
Riadok 1 | Riadok 2 Riadok 3
A - - -
B (1) - -
C - - -
D i + ;
E + - -
F - - () -
G + - +
H - - +
Vysvetivky:
+ pozitivna reakcia - negativna reakcia

(+) zvicsa pozitivna reakcia

(-) zvacsa negativna reakcia

Obr. 13 : Pozitivny anaerotest

42



Na zaklade farebnych zmien v testovacich jamkach, sme testovanému kmenu
priradili ¢iselny kod, ktory sme nasledne vyhl'adali v ¢iselniku. Zhoda s biochemickymi
znakmi charakteristickymi pre C. difficile sa teda nésledne prejavila v identifikacii

daného druhu baktérie.

3.3 Dokaz toxinov

Vsetky klinické kmene boli testované na pritomnost toxinov C. difficile. Na
testovanie sme pouzili test RIDASCREEN® od firmy ,,R-Biopharm®. Tento test sa
vyuZiva na in vitro imunologickll analyzu. UmoZiiuje kvalitativne stanovit’ pritomnost’
toxinov A a B C. difficile vo vzorkéch stolice. Pri referen¢nych kmenioch sa pritomnost’

toxinov nestanovovala.

3.4 Testovanie citlivosti na antibiotika

Na overenie citlivosti klinickych kmeiniov na antibiotikd sme pouzili test na
stanovenie MIC pomocou E-testu, na overenie citlivosti na metronidazolu tiez supravu
ATB Ana. Obe metody sme pouzili na testovanie vSetkych kmenov (podl'a internych

predpisov nemocnice).

3.4.1 Stanovenie MIC pomocou E-testu

Suspenziou C. difficile (stupenr 1 podl'a McFarlanda) sme inokulovali Wilkins-
Chalgren agar a nechali stdt 15 minat na pracovnom stole. Potom sme na povrch
aplikovali stripy s vankomycinom a metronidazolom (firma BIOVERDON) a misku
sme inkubovali v anaerobnej atmosfére (BARBUT et al., 1999). Po 24 hodinach sme

od¢itali na stupnici prazku inhibi¢né zony.

3.4.2 Stanovenie citlivosti testom ATB Ana

Stpravu ATB Ana (firma bioMérieux) je mozné pouzit' iba na testovanie
citlivosti na metronidazol, vankomycin nie je v ponuke vyrobcu. Metoda je
semikvantitativna, vo vysledku je zaznamenana citlivost, strednd citlivost, alebo
rezistencia testovaného kmena. Je mozné tiez sledovat’ hodnotu MIC.

Hrani¢né hodnoty MIC pre metronidazol i vankomycin st 4 mg.dm™. Hodnoty

MIC, ktoré boli mensie alebo rovné 4 mg.dm™ oznacuju kmei ako citlivy na dané
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antibiotikd, hodnoty MIC vicsie ako 4 mg.dm™ ako kmen rezistentny (ASPEVALL et
al., 2000).

3.5 Izolacia DNA

Na izolaciu sme vyuzivali protokol od RUPNIK (http:/www.mf.uni-mb.si).
Postup spocival v nasledovnych krokoch:

= kultivacia baktérii na agarovej platni, pripadne v BHI bujone po dobu 48-72
hodin,

* suspendovanie CHELEX-100 (0,25 g) v 5 ml vody a vortexovat,

= alikvotne rozdelit’ po 0,2 ml suspenzie chelexu do Eppendorfovych skimaviek,

= odobrat 1 pul kluckou zkultary, suspendovat v chelexovej suspenzii a
vortexovat’,
- pri kultivacii v BHI bujone sme odoberali 1 ml z bujonu a odstred’ovali pri
maximalnej rychlosti 10 minat. Ziskani zrazeninu sme nasledne suspendovali
v chelexovej suspenzii,

= inkubovat’ v termobloku pri 98°C pocas 12 minut,

= odstred’'ovat’ pri maximalnej rychlosti 10 mintt,

= preniest 70 pl supernatantu do Cistej skimavky,

» vzorky uchovavat’' v mraznicke.

3.6 Toxinotypizacia

Na pripravu jednej vzorky PCR produktu s celkovym objemom 25 pl sme pouzili:
12,5 pl Tag-Purple DNA Polymerazy PCR Master Mix (2x) od ,,Top-Bio s.r.0.*
9,5 ul PCR vody

0,75 pl primeru s koncentraciou 10 pmol

1,5 ul DNA.

Pre amplifikdciu tseku A3 sme pouzivali primery s oznatenim A3C a A4N.
Nukleotidova sekvencia primeru A3C je S5-TATTGATAGCACCTGATTTAT
ATACAAG-3' a primeru A4N 5'-TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC-3".

Pre amplifikaciu tseku B1 sme pouzivali primery s oznacenim BIC a B2N.
Poradie nukleotidov primeru B1C je 5-"AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGA
AA-3"a sekvencia primeru B2N je 5'-CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAG-3'".
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Pouzivali sme nasledovny program pre PCR:

» Pociato¢na denaturacia 94°C 4min Osec

= 35 cyklov s krokmi 94°C Omin 45sec
55°C Omin 45sec
72°C 3min Osec

= Zavere¢ny krok 72°C 5min Osec

Po prebehnuti PCR programu sme elektroforeticky overovali, ¢i vznika len jeden
fragment v pozadovanej dizke, &o bolo potrebné pre dalsi postup. Vizualizacia
prebiehala v 1% agarézovom géli, pri napéti 100 V priblizne 50 minat. Po skonéeni
elektroforézy sme gél farbili 10 minut v roztoku etidium bromidu (2,5 pl/25 ml
0,5xTBE). Po farbeni sme gél odfarbovali 10 minut vo vodnom kupeli. Nasledne sa na
transluminatore UV vyhodnotil vysledok. V pripade, ze vznikal len jeden fragment s

pozadovanou diZzkou (vid’ obr. 10), pokracovali sme §tiepenim fragmentu.

Fragment A3 sme Stiepili pouzitim restriktazy EcoRI od firmy ,,Fermentas®
s aktivitou 10 U/ul. Na Stiepenie sme pouZzivali zmes s celkovym objemom 40 pl a
s nasledovnym zloZenim:
= 24 ul PCR vody
» 4 ul EcoRI tlmivy roztok od firmy ,,Fermentas‘
= 2 ul EcoRI
* 10 pl amplikénu.

Stiepenie prebiehalo vo vodnom kupeli pri 37°C pocéas 3 hodin. Vzniknuté
fragmenty sme nasledne elektroforeticky vizualizovali v 1% agar6zovom géli pri napéti
100 V asi 50 minat. Po ukonceni elektroforézy sme gél farbili v roztoku etidium
bromidu (2,5 pl/25 ml 0,5xTBE) pocas 10 minut. Po farbeni sme gél odfarbovali 10

minut vo vodnom kupeli. Néasledne sa na transluminatore UV vyhodnotil vysledok.

Fragment B1 sme Stiepili v dvoch rozdielnych krokoch, a to s pouzitim
restriktdzy Accl (10 U/ul) alebo Hincll (10 U/ul) obe od firmy ,,Fermentas®. Na
Stiepenie sme pouzivali zmes s celkovym objemom 40 pl a s nasledovnym zlozenim:

= 24 ul PCR vody

» 4 ul Tango tlmivy roztok od firmy ,,Fermentas‘
= 2 ulAdccl/ Hincll

* 10 pl amplikénu.
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Stiepenie prebiehalo pri 37°C podas 12 hodin. Vzniknuté fragmenty sme
nasledne elektroforeticky vizualizovali v 1% agar6zovom géli pri napéti 100 V asi 50
minut. Po ukonceni elektroforézy sme gél farbili v roztoku etidium bromidu (2,5 pl/25
ml 0,5xTBE) pocas 10 minut. Po farbeni sme gél odfarbovali 10 minit vo vodnom
kupeli. Nasledne sa na transluminéatore UV vyhodnotil vysledok.

Po ziskani restrikénych fragmentov sme ich profily porovnavali s profilmi
referencnych kmetiov a na zdklade zhodnosti (podobnosti) sme ich zaradovali

k jednotlivym toxinotypom.

3.7 Detekcia binarneho toxinu

Na pripravu jednej vzorky PCR produktu s celkovym objemom 25 pl sme pouzili:
= 12,5 ul Tag-Purple DNA Polymerazy PCR Master Mix (2x) od ,,Top-Bio s.r.0.”
= 10,5 ul PCR vody
= 0,5 pl primeru s koncentraciou 10 pmol

- 1,0 pl DNA

Pre amplifikaciu useku sme pouzivali primery s oznacenim cdtBpos a cdtBrev.
Nukleotidova sekvencia primeru cdtBpos je 5'-CTTAATGCAAGTAAATACTGAG-3'
a sekvencia primeru cdtBrev je 5'-AACGGATCTCTTGCTTCAGTC -3'.

Pouzivali sme nasledovny program pre PCR:

= Pociato¢na denaturacia 94°C 3min Osec

= 35 cyklov s krokmi 94°C Omin 15sec
55°C Omin 30sec
72°C Imin Osec

= Zéaverecny krok 72°C 7min Osec

Po prebehnuti PCR programu sme elektroforeticky overovali vznik produktu.
Vizualizacia prebiehala v 1% agarézovom géli, pri napati 100 V priblizne 30 minut. Po
skonceni elektroforézy sme gél farbili 10 minat v roztoku etidium bromidu (2,5 pl/25
ml 0,5xTBE). Po farbeni sme gél odfarbovali 10 minut vo vodnom kupeli. Néasledne sa

na transluminatore UV vyhodnotil vysledok. Hladany fragment mal mat’ dizku 510 bp.
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3.8 Ribotypizacia a pribuznost’ analyzovanych kmenov

Na pripravu jednej vzorky PCR produktu s celkovym objemom 30 pl sme pouzili:
* 12,5 pl Tag-Purple DNA Polymerazy PCR Master Mix (2x) od ,,Top-Bio s.r.0.”
= 12,1 ul PCR vody
= 0,125 pl primeru s koncentraciou 100 pmol

= 5ul DNA

Pre amplifikaciu useku sme pouzivali primery s oznacenim bidet-16S a bidet-
23S. Nukleotidovéa sekvencia primeru bidet-16S je 5'-GTGCGGCTGGATCACCTCCT-
3" a primeru bidet-23S je 5'-CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC -3.

Pouzivali sme nasledovny program pre PCR:

» Pociato¢na denaturacia 94°C Smin Osec

= 35 cyklov s krokmi 94°C Imin Osec
60°C Omin 30sec
72°C Imin Osec

= Zéaverecny krok 72°C 10min Osec

Po prebehnuti PCR programu sme elektroforeticky overovali vznik produktu.
Vizualizécia prebiehala v 1,5 % agar6zovom géli, pri napdti 170 V priblizne 3 hodiny.
Po skonceni elektroforézy sme gél farbili 30 minit v roztoku etidium bromidu (2,5
ul/25 ml 0,5xTBE). Po farbeni sme gél odfarbovali 30 (60) minat vo vodnom kupeli.

Nasledne sa na transluminatore UV vyhodnotil vysledok.

Po vyhodnoteni PCR ribotypizacie sme skonStruovali dendrogram kmenov C.
difficile pomocou metody nevazenych priemerov (UPGMA). Kritériom podobnosti bola
percentudlna nezhoda v znakoch (pritomnost’ prizku v danej polohe). Pouzili sme

program Statistica 4.5 (StatSoft).

3.9 PFGE

Postup pri PFGE zahfnal nasledovné kroky:
1. Zmrazeny kmeii sme vyockovali na BHI agar a kultivovali sme ho 48 hodin (z
typickej kolonie sme urobili farbenie podl'a Grama a katalazovy test) a nasledne

sme vyockovali jednu koloniu do BHI bujonu (4,5 ml).
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2. Sktmavku s inokulovanym bujonom sme umiestnili na trepacku a kultivovali
sme 24 hodin v anaerébnej atmosfére pri 37°C. Kultivaciu sme nepredlzovali,
hrozila degradacia DNA.

3. Agardzu s nizkym bodom topenia (1%) sme rozvarili a umiestnili do skimavky
a do vodného kupel’a s teplotou 50°C.

4. Bujon s inkubovanymi bunkami sme odstred’ovali (3 000 otacok / 15 minut) a
odstranili sme supernatant.

5. Sediment sme nasledne resuspendovali v 200 pl tlmivého roztoku a chladili na
lade.

6. Do novej skumavky chladenej l'adom sme odobrali 100 pl resuspendovaného
inokula.

7. Pridali sme 8 pl lyzaénej zmesy (lyzozym 25 mg.ml™, lyzostafin 2 mg.ml™).

8. Skumavku sme vlozili do vodného kupela a pridali sme 200 pl agardzy
vytemperovanej na 50°C.

9. Pripravili sme blocky.

10. Blocky sme vlozili do skimavky s 500 ul lyzaéného tlmivého roztoku a 20 pl
lyza¢ného roztoku a kultivovali sme ich 1 hodinu pri 37°C.

11. Niekol'kokrat sme ich premyli premyvacim tlmivym roztokom.

12. Pridali sme 20pl proteinazy K (600 U / ml) v timivom roztoku pre proteinazu
K a inkubovali pri 56°C cez noc.

13. Disk s lyzovanymi bunkami bol Stiepeny restrikénou endonukleazou Smal (20
U). Stiepenie prebiehalo pri 25°C a skimavka bola umiestnena vo vodnom
kuapeli.

14. Gél s 1% koncentraciou bol pripraveny v 0,5 x TBE tlmivom roztoku.

15. Disky s nastiepenou DNA sme vlozili do jamiek a jamky eSte vyplnili agardzou,
aby sme ich fixovali.

16. Samotna PFGE prebiehala pre prepinacom intervale 5 — 35 sekiind po dobu 20
hodin, napéti 6V / cm, uhle 120° a teplote 14°C v purfi 0,5 x TBE.

17. Gél sme farbili etidium bromidom a dokumentovali pouzitim UV svetla.

3.10 Real-time PCR pomocou ,,Xpert™ C. difficile
Na Real-time PCR sme vyuzivali pristroj ,,Xpert™ C. difficile®, ktory vyuziva

detekciu amplifikdcie génov pre toxin B (zcdB), bindrny toxin (cdf) a gén tcdC (a
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deléciu v tomto géne). Je tiez schopny odlisit’ pritomnost hypervirulentého kmena
s ribotypom 027.

Samotné testovanie pozostavalo vo vortexovani vzorky stolice v reakénom
roztoku po dobu 10 sekund. Nasledne sa do zasobnika, do jamky s oznacenim ,,S*
(sample — vzorka) prepipetoval cely obsah tuby s vortexovanou vzorkou. Do jamiek
s oznacenim 1 a 2 sa vyprazdnili tuby s reagenciami s rovnakym oznacenim a spustil sa

samotny test.
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4 VYSLEDKY PRACE A DISKUSIA

Ciel'om prace bola fenotypova a genotypova charakteristika kmenov C. difficile
pochadzajicich zo zbierky 2. LF Karlovej univerzity a FN Motol (CR). Pre naplnenie
ciel’a bolo potrebnych niekol’ko krokov.

Prvym krokom bola kultivacia vzoriek. K dispozicii sme mali 85 klinickych
kmenov C. difficile, pochadzajucich zo vzoriek stolice. Klinické kmene, s vynimkou
dvoch, pochadzaju od pacientov, ktori boli diagnostikovani vo FN Motol.

Po zmrazeni sa znizila zivotaschopnost’ kmenov. Z 85 vzoriek sme boli schopni
vykultivovat’ len 33 kmetiov (38,8%), ¢o mohlo byt spdsobené vysokou naro¢nostou
kultivacie tohto druhu a vysokou kontaminaciou vzoriek. Z narastenej biomasy bola
izolovana DNA.

Vsetky vzorky stolice, odkial’ boli izolované analyzované kmene, boli vySetrené
na pritomnost’ toxinov metédou ELISA. Pri vSetkych kmenoch bola potvrdena
pritomnost’ toxinov, pricom sme nerozliSovali pritomnost’ jednotlivych toxinov.

Po narasteni na zZivnej pdde sme kmene testovali farbenim podla Grama, Wirzt
Conklina, aerébnou kultivaciou, testom na kataldzu a anaerotestom. Pri vSetkych
kmenoch sa potvrdila prisluSnost’ k druhu C. difficile.

Pri testovani sme hodnotili citlivost kmenov na pritomnost vankomycinu a
metronidazolu. Na metronidazol a vankomycin boli citlivé vSetky kmene.

Autori HOOKMAN a BARKIN (2009) v svojej praci popisuju celosvetovy

narast poctu kmenov rezistentnych na metronidazol, ¢o v nasej praci nebolo potvrdené.

Na pritomnost’ génov pre bindrny toxin sme testovali 35 vzorieck DNA. Binarny
toxin bol detekovany pri 9 kmenioch (25,7 %) a zvysnych 26 (74,3 %) vzoriek malo
negativny vysledok tohto testovania.

Percento nami detekovanych kmefiov pozitivnych na pritomnost’ binarneho
toxinu je vyssie ako uvadza napriklad SPIGAGLIA a MASTRANTONIO (2002), ktori
detekovali tento toxin u 13,7% kmenov. GERIC et al. (2004) tiez uvadzaji nizSie
percento vyskytu, len u 9 (5,2 %) zo 153 testovanych kmeniov bol potvrdeny gén fcdC

pre binarny toxin.
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Obr. 14: Detekcia binarneho toxinu
Vysvetlivky: 1, 8 — dizkovy marker, 100 bp, 2, 3, 4 — pozitivne vzorky, 5 —

negativna vzorka , 6 — negativna kontrola, 7 — pozitivna kontrola

Do toxinotypizacie bolo zaradenych 35 vzorieck DNA. Do toxinotypu I patrili tri
kmene (8,6 %). Do toxinotypu II patrili 4 kmene (11,4 %). Do toxinotypu VIII patrilo
11 kmetiov (31,4 %). Pat kmenov (14,3 %) bolo zaradenych do toxinotypu X a 4 do
toxinotypu XI (11,4 %). Do toxinotypov XIV a XIII sme zaradili po jednom kmeni (2,9
%). Nebol potvrdeny vyskyt toxinotypu III. Pomocou nasej metodiky sa nepodarilo
otypovat’ 6 kmenov (17,1 %).

RUPNIK et al. (1998) potvrdzuji nase vysledky, kedy vo svojich vyskumoch
zistili taktiez najvyssi vyskyt toxinotypu VIII (51,2%) a detekovali spolu 11 réznych
toxinotypov. KATO et al. (1998) poukazuji na rozSirenie variantnych kmenov s
negativnou produkciou toxinu A, priCom ich Studia poukazuje na 12% vyskyt, ¢o
predstavuje narast oproti 3% vyskytu publikovanému skor v praci RUPNIK et al.
(1997). Nasim testovanim bolo potvrdené, ze 5 kmenov (14,3%) neprodukuje toxin A.
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Obr. 15: Amplifikacia fragmentu A3
Vysvetlivky: 1, 9, 17 — dizkovy marker, 1 kb, 18 — dizkovy marker 100 bp,
4, 14, 16 — negativne vzorky

Obr. 16: Amplifikacia fragmentu B1
Vysvetlivky: 1, 8 — dizkovy marker, 100 bp, 2, 3, 4, 5 — pozitivne vzorky,

6 — negativna kontrola, 7 — pozitivna kontrola
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Obr. 17: Stiepenie fragmentu B1
Vysvetlivky: 1, 10, 20 — dizkovy marker, 1 kb

Ribotypizaciou sa potvrdil vyskyt ribotypov 033 — 1 kmen (2,9 %), 036 - 5
kmenov (14,3 %), 047 — 11 kmenov (31,4 %), 070 — 1 kmen (2,9 %), 102 — 3 kmene
(8,6 %), 103 — 4 kmene (11,4 %) a 111 — 1 kmen (2,9 %). Nebol potvrdeny vyskyt
hypervirulentnych ribotypov 027 a 078.

Najcastej$im ribotypom v Eurdpe je 027, existuju vSak vel'ké lokalne rozdiely.
V Pol'sku napriklad prevlada typ 017, v Mad’arsku 014, vo Velkej Britdnii bol Casty typ
001, avsak v poslednej dobe vystupuje do popredia typ 002 (DZUPOVA, BENES,
2008). Od roku 2003 stipa podla TERHES et al. (2009) vyskyt ochoreni CDAD a
taktieZ sa zvySuje vyskyt ribotypu 027, ktory spdsobil epidémie v Severnej Amerike,
Anglicku, Holandsku, Belgicku a Franctizsku. Jeho vyskyt bol neddvno potvrdeny
napriklad i v Raktsku, frsku, Nemecku a Svajéiarsku (KUIJPER et al., 2007, FENNER
et al., 2008).

Vysledky ribotypizacie sme vyuZzili na zostrojenie dendrogramu. Na zéklade
dendrogramu je mozné urcit’ pribuznost’ klastru s ribotypmi 070, 102 a 103, ktoré

preukazali najvyssiu zhodu. Tento vysledok potvrdila i praca RUPNIK et al. (2001).
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Vysvetlivky:

1, 7, 12 — dizkovy marker, 1 kb,
2 —ribotyp 047,
3 —ribotyp 036,
4 — ribotyp 070,
5 —ribotyp 102,
6 — ribotyp 103,
8 — ribotyp 033,
9 —ribotyp 111,

10 — ribotyp 078,

11 —ribotyp 027

Obr. 18: Ribotypizécia

ribotyp 047

ribotyp 027

ribotyp 036

ribotyp 078

ribotyp 070

ribotyp 103

ribotyp 102

ribotyp 033

ribotyp 111

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Vvzdialenost spojenia

Obr. 19: Dendrogram
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Metodou Real-time PCR bolo testovanych 10 vzoriek stolice. Vzorky nebolo
nutné kultivovat. VSetky vzorky boli pozitivne na vyskyt C. difficile. Pritomnost
ribotypu 027 sa nepotvrdila ani v jednom pripade. Vzorky boli siibezne testované
detekciou bindrneho toxinu, ako aj ribotypizaciou. Obe metddy potvrdili, Ze nejde o
ribotyp 027.

6 kmenov (18,1%) sa nepodarilo naSou metodikou typizovat’ a vykazovali pri
amplifikacii negativne vysledky. Podrobné vysledky typizéacie su uvedené v tabul’ke 5.

Zoznam referen¢nych kmenov uvadza tabul’ka 7 v prilohe.

Tab. 6: Vysledky typizacie kmenov C. difficile

Ribotyp Stiepenie Stiepenie Toxinotyp  Binarny toxin Pocet
fragmentu A3 fragmentu B1 kmenov
033 5 - XI + 4
036 - 5 X + 5
047 7 5 VIII - 11
070 9 1 X1 - 1
102 4 1 I - 3
103 3 1 II - 4
111 2 7 XIv - 1
M 1 2 3 4

P — - Obr. 20: Makrorestrikénd analyza pulznou

elektroforézou
Vysvetlivky: M — dizkovy marker

- - —
1,2, 3,4 -vzorky

-
388 kb ==
3305 kb - Vzorka 1 a 2 mali rovnaky toxinotyp i
291 kh == ribotyp. Na zaklade makrorestrikéného profilu
2425 kb - " mozno rozlisit dva pulzotypy. Nejde teda o
194 kb~ - rovnaky kmen. Vzorka 3 bola zrejme
-
- L kontaminovana, profil je uplne odliSny od
1455 kh =% .
predoslych dvoch. Vzorka 4 len velmi tazko
97 kh | == W= lyzovala.

485kh == ‘ .

55



Celkovo mozno konstatovat, Ze nami vybrané metodiky pre fenotypovu
a genotypovu charakteristiku C. difficile boli GspeSne zavedené do praxe. Spolahlivost’
danych metéd bola overend viacnasobnym porovnavanim vysledkov medzi

jednotlivymi analyzami, ako aj porovnaniami s referencnymi kmenmi.
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5 NAVRH NA VYUZITIE VYSLEDKOV

Zavedené genotypové analyzy budi vyuzivané na:
1. stddium klondlnej prislusnosti kmenov Clostridium difficile,
2. mapovanie vyskytu jednotlivych klonalnych linii C. difficile na jednotlivych
oddeleniach nemocnice,
3. detekcia vyskytu hypervirulentych kmenov C. difficile,

4. vysledky sa tiez pouziju ako podklad pre protiepidemiologické opatrenia.
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6 ZAVER

Cielom nasej prace bola fenotypova a genotypova charakteristika kmenov C.

difficile pochadzajticich zo zbierky 2. LF Karlovej univerzity a FN Motol (CR).

Zo ziskanych vysledkov mozno urobit’ nasledovné zavery:

1. C. difficile je mozné spolahlivo detekovat na ziklade fenotypovych
charakteristik,

2. bol potvrdeny vyskyt toxinogénnych druhov C. difficile,

3. nebol zisteny vyskyt kmenov rezistentnych na antibiotikd vankomycin a
metronidazol,

4. do praxe boli uspesne zavedené genotypizacné metody,

5. nebol detekovany nebezpecny toxinotyp III,

6. neboli detekované nebezpecné ribotypy 027 a 078.
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Tab. 7: Zbierkové (referencné) kmene C. difficile

Kmef A3 restr?lzge A3 Bl restr?lZcI;e B1 Toxinotyp Bigif: ! Ribotyp
S1 + 1 + 1 0 - 001
S2 + 1 + 1 0 - 002
S3 + 4 + 1 I - 003
S 4 + 1 + 1 0 - 014
S5 + 1 + 1 0 - 015
S6 + 7 + 5 VI - 017
S7 + 4 + 1 I - 012
S8 + 1 + 1 0 - 020
S9 + 2 + 2 v + 023
S 10 + 2 + 4 111 + 027
S11 + 1 + 1 0 - 029
S12 + 1 + 1 0 - 046
S13 + 1 + 1 0 - 053
S 14 + 1 + 6 XII - 056
S 15 + 9 + 1 XIT - 070
S 16 + 2 + 4 111 + 075
S 17 + 1 + 1 0 - 077
S 18 + 8 + 3 \% + 078
S 19 + 1 + 1 0 - 081
S 20 095
S 21 + 1 + 1 0 - 087
S22 + 1 + 1 0 - 106
S 23 117
S 24 126
S 25 131
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