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1 UVOD

Clostridium difficile (C. difficile) je najpogostejsi povzroc€itelj bolnisni¢nih crevesnih
infekcij. Razen blagih drisk, lahko povzroca tudi hude in celo smrtno nevarne Crevesne
okuzbe, zaradi katerih v svetu zboli in umre vedno ve¢ ljudi. Obolevajo predvsem starejsi
ljudje in ljudje pri katerih je prislo zaradi zdravljenja z antibiotiki ali kemoterapijo do
porusenja sestave normalne ¢revesne flore. Vedno vec¢ pa je tudi izven bolniSni¢nih okuzb
in okuzb otrok.

V zadnjih letih se je pogostost okuzb povecala, kar je deloma posledica Sirjenja
hipervirulentnega seva BI/NAP1/027, ki je povezan s povzrocanjem zelo hudih oblik
bolezni. Epidemija se je pricela v ZdruZenih drzavah Amerike in Kanadi, kasneje pa se je

razSirila tudi v nekatere drzave Evropske Unije.

Zaradi opisane epidemiologije, je pomembno ugotavljanje istovetnosti sevov z razlicnimi
tipizacijskimi metodami. Tako lahko potrdimo izbruhe, pot in pa vir Sirjenja okuzbe. Za
tipizacijo bakterije C. difficile razli¢ni laboratoriji po svetu uporabljajo razlicne metode.
Najbolj razsirjene so: pulzna gelska elektroforeza (PFGE), PCR-ribotipizacija in analiza

restrikcijskih fragmentov (REA).

1.1  NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen diplomske naloge je primerjava in optimizacija dveh molekularnih metod za
tipizacijo bakterije C. difficile, in sicer PFGE in PCR-ribotipizacije. Na manjSem vzorcu
izbranih sevov, iz trenutno treh najpomembnejsih C. difficile toksinotipov III, V in VIII,

smo Zeleli dolociti tudi diskriminativnost (mo¢ razlikovanja) posamezne metode.

- Obe metodi sta primerni za tipizacijo bakterije C. difficile.

- PFGE ima vecjo moc¢ razlikovanja kot PCR-ribotipizacija.

- Interpretacija rezultatov PCR-ribotipizacije, je zaradi majhnih razlik v velikosti
posameznih fragmentov in nestabilnosti le teh bolj zahtevna, kot interpretacija

rezultatov pulzne gelske elektroforeze.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIJA Clostridium difficile

Clostridium difficile (C. difficile) je gibljiva po Gramu pozitivna anaerobna paliCasta
bakterija velikosti, 0,5-1,9 pum x 3,0-16,9 um. Je sporogena, s subterminalno lociranimi

endosporami (Hatheway, 1990).

Po Bergeyevem priro¢niku uvr§éamo C. difficile v deblo Firmicutes, razred Clostridia in
druzino Clostridiaceae. Prva sta bakterijo izolirala Hall in O'Tool leta 1935 iz blata
zdravega novorojencka (Hall in o' Toole, 1935, cit. po Lyerly in sod. 1988). Poimenovala
sta jo Bacillus difficilis, zaradi tezav s katerimi sta se sreCala pri izolaciji le te, bila pa sta

tudi prva, ki sta pokazala, da je C. difficile toksigena bakterija (Lyerly in sod., 1988).

C. difficile je normalno prisoten v okolju. Najdemo ga tako v zemlji, vodi, prebavnem
traktu domacih in divjih zivali, na surovi zelenjavi, kot tudi na povrSinah v domacem
okolju, glavni rezervoar pa je bolniSni¢no okolje (Lindberg in sod. 1955; Malamou-Ladas

in sod., 1983; Al Saif in Brazier, 1996).

2.2 BOLEZNI, KI JIH POVZROCA C. difficile

2.2.1 Zgodovinski pregled

V 60. letih prejSnjega stoletja so zaceli odkrivati, da so anaerobne bakterije tiste, ki
prevladujejo v prebavnem traktu ¢loveka. S tem je Escherichia coli (E. coli) izgubila vlogo
najstevilénejSe bakterije v debelem crevesju, za Stevilne okuzbe sterilnih ran pa se je
izkazalo, da jih v veliki meri povzrocajo anaerobne bakterije. To odkritje je spodbudilo
Stevilna farmacevtska podjetja, da so zacela razvijati nove antibiotike, ki delujejo na
anaerobne bakterije. Najpogosteje uporabljeni antibiotiki, kot so kanamicin in drugi
aminoglikozidi, so bili sicer zelo ucinkoviti proti aerobnim in fakultativno anaerobnim

bakterijam, niso pa uc¢inkovali na anaerobne bakterije.
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Prvi uspeh je bil antibiotik klindamicin. V zacetku 70. let so ga uspeSno uporabljali za
zdravljenje okuzb, ki jih povzrocajo anaerobne bakterije, vendar so se kmalu zacela
pojavljati porocila o smrti bolnikov, zdravljenih s klindamicinom in tudi drugimi
antibiotiki. Stranski ucinek zdravljenja je bila driska, ki je pri nekaterih bolnikih
napredovala v hudo vnetje sluznice debelega Crevesja, imenovano psevdomembranozni

kolitis (PMC), za katerega je bila znacilna visoka smrtnost (Lyerly in sod., 1988).

George in sodelavei (1978) so v Studiji, ki je vkljucevala 8 pacientov s PMC in 20
pacientov s postoperativno diarejo, v fecesu odkrili visok titer toksina, ki ga je bilo mogoce
nevtralizirati z antitoksinom bakterije Clostridium sordellii (C. sordellii). Zaradi tega so
sklepali, da je ta bakterija povzrocitelj postantibioticne driske in PMC (Lyerly in sod.,
1988). Sledila so stevilna porocila, da iz blata pacientov niso uspeli izolirali bakterije C.
sordellii temvec¢ C. difficile (George in sod., 1978; Willey in Bartlett, 1979; Taylor in sod.,
1981).

Kasneje so Studije na zivalskih modelih in Studije, v katerih so preucevali toksi¢nost
filtratov fecesa na celi¢nih kulturah, Se dodatno potrdile, da je C. difficile s svojimi toksini
povzrocitelj postantibioticne driske in PMC (Dabard in sod., 1979; George in Symonds,
1978; Donta in sod., 1982; Mitchell in sod., 1986; Onderdonk in sod., 1980).

2.2.2 Patogeneza okuzbe s C. difficile

Clostridium difficile je najpogostejsi povzrocitelj bolnisni¢nih ¢Erevesnih infekcij.
Odgovoren je za priblizno 10 — 25 % vseh primerov postantibioti¢ne driske in ve¢ kot 95

% PMC (Bartlett, 1994; Gerding in sod., 1995; Gilligan in sod., 1981).

Patogeneza okuzbe s C. difficile e ni popolnoma jasna. Ljudje, ki se okuzijo s toksigenimi
sevi bakterije C. difficile lahko, odvisno od imunskega statusa posameznika, ostanejo
asimptomaticni nosilci ali pa se pri njih pojavijo bolezenski znaki. Vecja verjetnost za
razvoj bolezni je pri ljudeh, pri katerih je imunski status zaradi predhodne ali trenutne

bolezni, oziroma zdravljenja le te, oslabljen (Aslam in sod., 2005).
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Normalna ¢revesna flora je glavna pregrada pred kolonizacijo s patogenimi bakterijami.
Zdravljenje z antibiotiki porusi ravnoteZje v sestavi normalne ¢revesne flore, kar omogoci
kolonizacijo bakterije C. difficile (Lyerly in sod., 1988). Poleg zdravljenja z antibiotiki so
dejavniki tveganja za razvoj bolezni Se starost nad 60 let, bivanje v bolnisnici, bolezen pa
se lahko razvije tudi pri ljudeh po gastrointestinalnih kirurskih posegih in kemoterapiji
(Gerding in sod., 1995). Opisani so bili tudi primeri bolezni pri otrocih in dojenckih
(Borriello, 1998; Richardson in sod., 1981). V danasnjem casu pa narasca tudi Stevilo
okuzb v populaciji z nizkim tveganjem (mladi, brez predhodne terapije z antibiotiki in/ali

hospitalizacije) (Chernak in sod., 2005).

2.2.2.1 Patogeneza in antibiotiki

Do okuzbe lahko pride po zdravljenju z vec€ino antibiotikov. Najpogosteje pa se bolezen
razvije po uporabi klindamicina in betalaktamskih antibiotikov, predvsem cefalosporinov
in Sirokospektralnih penicilinov, kot sta ampicilin in amoksiciklin (Gerding in sod., 1995;
George in sod., 1982; Lyerly in sod., 1988), v zadnjem casu pa Se po zdravljenju z
antibiotiki iz druzine fluorokinolonov (Barbut in sod., 2007).

Nekateri antibiotiki poleg tega, da porusijo sestavo normalne ¢revesne flore, vplivajo tudi
na poveCano izrazanje faktorjev, pomembnih pri kolonizacij bakterije C. difficile.
Prisotnost subinhibitornih koncentracij (1/2 MIC, minimalna inhibitorna koncentracija)
ampicilina in klindamicina vpliva na povecano izrazanje genov, ki kodirajo faktorje,
pomembne pri kolonizaciji, prisotnost moksifloksacina (antibiotik iz druzine
fluorokinolonov s Sirokim spektrom delovanja, tako na po Gramu pozitivne kot po Gramu
negativne bakterije) in kanamicina pa bistveno ne vpliva na spremembo izrazanja teh

genov (Deneve in sod., 2007).

2.2.3 Virulen¢ni dejavniki bakterije C. difficile

C. difficile ni invazivna bakterija, pa¢ pa je bolezen tipi¢no toksinska. C. difficile lahko
izdeluje tri toksine; toksin A (TcdA), toksin B (TcdB) in binarni toksin CDT. Seve, ki ne

delajo nobenega od teh toksinov, ozna¢ujemo kot netoksigene. Taksni sevi ne povzrocajo
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bolezni (Rupnik in sod., 2005). Razen toksinov pa C. difficile izdeluje Se druge virulenéne

dejavnike.

Toksina TcdA in TcdB, ki veljata za glavna virulen¢na dejavnika odgovorna za razvoj
bolezni, sodita v druzino velikih klostridijskih toksinov (LCTs, angl. Large clostridial
toxins). LCT je druZina toksinov, ki so si podobni v strukturi, aminokislinskem zaporedju
in mehanizmu delovanja. V druzino LCT uvrS¢amo Se letalni (TcsL) in hemoragi¢ni
(TcsH) toksin bakterije C. sordellii in a-toksin (TcnA) bakterije Clostridium novyi (C.
novyi). Vsi LCT delujejo citotoksi¢no in samo TcdA in TcsH tudi enterotoksi¢no (Rupnik
in Just, 2006).

LCT so enoverizni proteinski toksini z molekulsko maso med 250 in 308 kDa. Strukturno
lo¢imo domeno za vezavo na celico, ki je na C-terminalnem delu proteina, encimsko
domeno na N-terminalnem delu in centralno hidrofobno domeno, verjetno povezano s

translokacijo toksina (von Eichel-Streiber in sod., 1996; Rupnik in Just, 2006).

Toksina TcdA in TcdB sta glikoziltransferazi, ki katalizirata prenos glukoznega ostanka iz
UDP-glukoze na majhne GTPaze iz poddruzin Rho in Ras. Modifikacija GTPaz
onemogoci interakcije z njihovimi efektorskimi molekulami in tako prekine od GTPaz
odvisno signalizacijo (Rupnik in Just, 2006). Posledica je depolimerizacija aktina F, kar
vodi do poruSenja citoskeleta in zaokrozanja celic (Rupnik in Just, 2006; von Eichel-

Streiber in sod., 1996).

Oba toksina imata enak znotrajcelicni mehanizem delovanja, vendar se njuna ucinka in
vivo razlikujeta. Toksin A deluje enterotoksi¢no in citotoksicno ter povzroca vnetne
spremembe v ¢revesni steni. Poveca zilno prepustnost, v svetlini se nabira viskozna krvava
tekoCina, ki vsebuje nevtrofilce, limfocite, eritrocite, serumske proteine in sluz. Posledica
je driska. Toksin B deluje citotoksi¢no in okvarja steno debelega Crevesja tako, da povzroci
razpad aktinskih filamentov in posledicno zaokroZzanje in propad celic, zaradi Cesar
nastajajo na njej razjede in rumeno bele obloge ali psevdomembrane (Hurley in Nguyen,

2002; Gubina, 2002).
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Toksina TcdA in TcdB kodira 19 kb wveliki patogenski lokusu (PalLoc), ki lezi v
kromosomu. Poleg genov, ki kodirajo toksina TcdA in TcdB, najdemo v Paloc Se tri
dodatne gene tcdC, tcdE, in tcdR (prej imenovan tcdD) (Braun in sod., 1996; Rupnik in
Just, 2006). Gen tcdE kodira hidrofobni protein (TcdE), ki je verjetno odgovoren za
sprostitev toksina iz celice (Tan in sod., 2001), gen tcdC kodira negativni regulator prepisa
tcdA in tcdB (Matamouros in sod., 2007), tcdR pa kodira alternativni faktor sigma RNA-
polimeraze in tako deluje kot pozitivni regulator prepisovanja obeh toksinskih genov

(Dupuy in sod., 2006).

Tretji toksin, binarni toksin CDT, spada v skupino klostridijskih binarnih toksinov. Je
ADP-riboziltransferaza in povzroc¢i depolimerizacijo aktinskih mikrofilamentov. Vlogo
binarnega toksina, kot dodatnega virulen¢nega dejavnika nekaterih sevov bakterije C.
difficile, pa zaenkrat Se raziskujejo (Perelle in sod., 1997; Goncalves in sod., 2004; Lyerly
in sod, 1988). Sev, pri katerem so binarni toksin prvi¢ odkrili, so izolirali iz pacienta s

hudim psevdomembranoznim kolitisom (Popoff in sod., 1988).

Drugi virulen¢ni dejavniki, ki doprinesejo k vecji virulenci sevov, so Se proteini na
bakterijski povrSini (Cwp66, SIpA), ki sodelujejo pri interakciji sluznice Crevesja in
bakterijske celice (Waligora in sod., 2001; Karjalainen in sod., 2001) in hidroliti¢ni encimi
(hialuronidaza, Zelatinaza, nevraminidaza in kolagenaza), ki lahko sproscajo hranilne snovi
in sodelujejo pri razgradnji vezivnega tkiva (Seddon in sod., 1990; Wilson in Perini, 1988)
Nekateri sevi imajo tudi kapsulo, ki jih §¢iti pred fagocitozo (Borriello, 1998), vlogo

bickov pri kolonizaciji pa Se raziskujejo (Tasteyre in sod., 2000).

2.3 BOLEZENSKI ZNAKI

Okuzba s C. difficile lahko mine neopazno ali pa se pojavi blaga driska, ki jo spremljajo
Zelod¢ne bolecine. Od 90 do 95 % bolnikov ima rjavo ali vodeno drisko, preostalih 5 — 10
% pa krvavo drisko. NajhujSa oblika okuzbe je psevdomembranozni kolitis, ki je
nemalokrat tudi smrtna. Bolniki imajo lahko povisano telesno temperaturo in levkocitozo,

bolezen pa spremljajo Se bruhanje, vrtoglavica in sploSna oslabelost. Redko lahko pride
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tudi do predrtja debelega Crevesa in do pojava imenovanega toksi¢ni megakolon. Do
pojava bolezenskih znakov pride navadno peti do deseti dan od zacete antimikrobne
terapije (Borriello, 1998; Knoop in sod., 1993).

PMC je ponavadi omejen na debelo ¢revo in danko (Hurley in sod., 2002; Borriello, 1998).
Histopatoloska slika pokaze vnetje ¢revesne sluznice s prisotnimi psevdomembranami, ki
so sestavljene iz sluzi, nekroti¢nih epitelijskih celic in levkocitov. Te se oblikujejo v
rumene ali bele od 0,2 do 2 milimetra velike lehe (angl. plaque). Med lehami so obmocja z
neposkodovano sluznico. Psevdomembrane se lahko, vendar redko, konfluentno razrastejo

po vsej povrsini sluznice debelega ¢revesa (Price in Davies, 1977; Lyerly in sod., 1988).

Izvencrevesne infekcije so redke. Opisani so bili primeri bakteriemije, okuzbe ran, vnetja
peritoneja, osteomielitisa, plevritisa ter okuzb urogenitalnega trakta (Smith in King, 1962;

Lyerly in sod., 1988).

Pri priblizno 5-30 % bolnikov se kljub zdravljenju bolezen ponovi, navadno po enem do
dveh tednih po prenehanju zdravljenja prvotne epizode (Johnson in Gerding 1998). Pri
priblizno 50 % gre za okuzbo z novim sevom. Ker pa lahko bakterija C. difficile v obliki
spor prezivi v ¢revesju tudi do 6 mesecev, je mozna tudi okuzba z istim sevom (Barbut in
sod., 2000; Walters in sod., 1983). Ponovitev diareje ni odraz odpornosti proti antibiotiku,
saj se bolniki odzovejo na zdravljenje z antibiotikom, s katerim je bila zdravljena primarna

epizoda (Johnson in Gerding, 1998).

Za celoten spekter bolezni, ki jih lahko pripisemo bakteriji C. difficile, uporabljamo kratico
CDAD (angl. C. difficile-associated disease).

24 DIAGNOZA BOLEZNI

Za potrditev klini¢ne diagnoze CDAD pri bolnikih z diarejo so v uporabi Stevilni testi.
NajzanesljivejSa sta izolacija bakterije iz blata in dokaz citotoksi¢nosti na celi¢nih

kulturah, ki velja za »zlati standard«. Oba testa sta zelo specificna in obcutljiva, njuna
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slabost pa je zamudnost, saj dobimo rezultate Sele po 48 urah (Hurley in sod., 2002;

Staneck in sod., 1996).

Zelo hiter test je test lateksne aglutinacije, s katerim dokazemo prisotnost encima glutamat-
dehidrogenaze, bakterije C. difficile, vendar ima test nizko obcutljivost in specificnost in
ne lo¢i med toksigenimi in netoksigenimi sevi (Staneck in sod., 1996; Lyerly in sod.,

1991).

Encimsko imunski testi za dokaz prisotnosti toksinov TcdB in/ali TcdA, so visoko
specifi¢ni vendar manj obcutljivi kot dokaz citotoksicnosti na celi¢ni kulturi. Testi so zelo
hitri, saj rezultate od¢itamo ze po 2 — 4 urah (DiPersio in sod., 1991). Priporoca se uporaba
testov, ki zaznajo prisotnost obeh toksinov, predvsem zaradi Sirjenja sevov, ki izdelujejo

samo toksin TcdB in ne tudi toksina TcdA (Alfa in sod., 2000; Kuijper in sod., 2006).

Opisane so tudi molekularne metode, ki zaenkrat Se niso v rutinski uporabi, s katerimi
dokazujemo prisotnost bakterijske nukleinske kisline. V zacetni fazi so bile molekularne
metode omejene na dokazovanje gena za 16S rRNA, vendar je njihova slabost ta, da ne
lo¢ijo med toksigenimi in netoksigenimi sevi. BoljSa je metoda verizne reakcije s
polimerazo v realnem casu (RT-PCR) za dokazovanje prisotnosti toksinskih genov tcdA
in/ali tcdB. Metoda je zelo hitra, saj dobimo rezultate v nekaj urah (Kuijper in sod. 2006;
van den Berg in sod., 2005).

2.5 ZDRAVLIJENJE

Prvi korak pri zdravljenju simptomati¢ne okuzbe s C. difficile je prekinitev antimikrobne
terapije. Ce prekinitev antimikrobne terapije v nekaj dneh ne izbolj$a stanja, se zdravi
bolnika z vankomicinom ali metronidazolom. Vankomicin je najpogosteje uporabljeni
antibiotik za zdravljene CDAD v Zdruzenih drZzavah Amerike, v Evropi pa je zdravilo
izbora metronidazol. Oba antibiotika sta po ucinkovitosti primerljiva, s tem da je

metronidazol manj toksi¢en in cenejsi (Lyerly in sod., 1988).
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Razvoj novih terapevtskih u¢inkovin je usmerjen predvsem v smeri iskanja novih na¢inov
zdravljenja, brez uporabe antibiotikov. V razvoju so monoklonska protitelesa proti
toksinom TcdA in TcdB (Babcock in sod., 2006) in toksoidno cepivo kot zascita pred
CDAD (Kotloff in sod., 2001).

Tudi alternativne terapije, kot so uporaba probiotikov in prebiotikov so lahko v
posameznih primerih uspesne. Probiotiki so zive kulture mikroorganizmov, ki pozitivno
delujejo na gostitelja. Najpogosteje se kot probiotiki uporabljajo Saccharomyces boulardii
(S. boulardii) (Elmer in McFarland, 1987), laktobacili in bifidobakterije (Hickson in sod.,
2007). Mehanizmi s katerimi probiotiki preprecujejo kolonizacijo s patogenimi bakterijami
so: produkcija inhibitornih substanc (organske kisline, vodikov peroksid, bakteriocini),
tekmovanje za vezavna mesta, tekmovanje za hranila, razgradnja receptorjev za vezavo
toksina (S. boulardii izdeluje proteaze, ki cepijo toksine), ter spodbujanje imunskega
odziva (Rolfe 2000; Costagliuolo in sod., 1999). Prebiotiki so komponente hrane, ki jih
¢lovek ne more prebaviti, vendar pozitivno vplivajo na normalno ¢revesno floro. Predvsem
so uspesni nekateri oligosaharidi (fruktooligosaharidi, inulin...) (Hopkins in Macfarlane,

2003)

2.6 TIPIZACIJSKE METODE

Za kvaliteten epidemioloski nadzor (za dolocCitev prevalence posameznih sevov ter
geografskega Sirjenja epidemic¢nih in endemicnih sevov), je potrebno razviti kvalitetne
tipizacijske metode, ki bi hitro in zanesljivo razlikovale med sorodnimi bakterijskimi
izolati. Za pravocasno ukrepanje v primeru epidemije je namre¢ nujno, da hitro in
zanesljivo identificiramo epidemiolosko povezane izolate, doloimo rezervoar in poti
Sirjenja okuzbe ter obseg epidemije. Konvencionalne tipizacijske metode, kot so
fagotipizacija, serotipizacija, antibiogramska tipizacija, so v preteklosti doprinesle veliko k
razumevanju epidemiologije nalezljivih bolezni, vendar so bile te metode, ki temeljijo na
fenotipskih znacilnostih, omejene predvsem za razumevanje lokalnih izbruhov. Kljub
temu, da so nekatere Se danes v uporabi, imajo te metode doloCene, predvsem prakti¢ne

omejitve, zaradi katerih so manj primerne za Studije strukture in dinamike bakterijske
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populacije. Vecina fenotipskih tipizacijskih metod je bila razvita za doloceno bakterijsko
vrsto in zato niso splosno uporabne. Ker se fenotipske lastnosti ne izrazijo vedno, niso
dober epidemioloski pokazatelj. Zato so v zadnjih dveh desetletjih fenotipske metode

zamenjale genotipske oziroma molekularne metode (van Belkum in sod., 2007).

2.6.1 Kriteriji za vrednotenje tipizacijskih metod

Sposobnost razlikovanja (discriminatory power) je sposobnost metode, da lo¢i med
dvema sevoma naklju¢no izbranima iz populacije dolo¢ene bakterijske vrste. Indeks
diskriminativnosti izraCunamo s pomocjo Simpsonovega indeksa (1), ki je bil razvit za opis
vrstne diverzitete v dolocenem habitatu. Izrazimo ga kot verjetnost, da metoda dva

nesorodna seva iz testne populacije uvrsti v dva razli¢na tipa.

s
D=1 (1)
N (N —-1) ZI:
N je skupno Stevilo sevov v vzor¢ni populaciji, S je Stevilo opisanih tipov in n; je Stevilo sevov, ki pripadajo

j-temu tipu.

S tem indeksom lahko med seboj primerjamo razli¢ne tipizacijske metode in izberemo tisto

z najvecjo sposobnostjo razlikovanja (Hunter and Gaston, 1988).

Ponovljivost metode, to je sposobnost metode, da istemu izolatu dolo¢i isti tip vsakokrat,
ko test ponovimo. Na ponovljivost vplivajo razli¢ni faktorji kot so: razmere gojenja,
osamitve DNA, uporaba razli¢nih reagentov, opreme in pristranskost pri analizi rezultatov
(van Belkum in sod., 2007). Ponovljivost metode izrazimo v odstotkih (Hunter in Gaston,

1988).

Odstotek sevov, ki jih lahko z izbrano metodo tipiziramo. Izracunamo ga tako, da
Stevilo sevov, ki jih lahko tipiziramo, delimo s Stevilom vseh sevov, vkljuCenih v test.
Idealna metoda mora dati rezultate z vsemi izolati, ki jih testiramo (van Belkum in sod.,

2007).
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Za tipizacijske metode pa je dobrodosla tudi:

- Fleksibilnost, to pomeni, da jih lahko uporabimo za tipizacijo razlicnih bakterijskih
vrst z le minimalno modifikacijo protokola. Moderne metode, ki temeljijo na
analizi nukleotidnega zaporedja so fleksibilne (isti princip delovanja, ista oprema
in potrebno znanje) vendar jih je potrebno optimizirati za vsako bakterijsko vrsto
posebe;j.

- Hitrost.

- Dostopnost metode, ki je odvisna od reagentov in opreme, ki so na razpolago in
tudi spretnosti in znanja osebja v dolo¢enem laboratoriju.

- Enostavnost izvajanja metode ter interpretacije rezultatov.

- Cena.

- Moznost racunalniske analize rezultatov in shranjevanje rezultatov v elektronski

obliki ter izmenjava le teh med laboratoriji.

Za spremljanje okuzb s C. difficile ni v uporabi samo ena metoda, ki bi omogocala
globalno primerjavo, pa¢ pa razli¢ni laboratoriji uporabljajo razlicne metode. Te metode
lahko v osnovi razdelimo na fenotipske in molekularne metode, slednje pa Se na od

nukleotidnega zaporedja odvisne in neodvisne.

2.6.2 Fenotipske metode

Prve metode, ki so se uporabljale za tipizacijo C. difficile, so temeljile na fenotipskih
lastnostih. To so bili antibiogrami, analiza celicnih proteinov, imunoelektroforeza,
kombinirane bakteriocin in fagotipizacije ter druge. Te metode so bile uporabne predvsem
za spremljanje lokalnih izbruhov in niso imele velike sposobnosti razlikovanja med sevi

(Brazier, 1998; Brazier, 2001).

2.6.2.1 Serotipizacija

Prva §iroko uporabljena metoda, ki je deloma v uporabi Se danes, je bila serotipizacija. To

je fenotipska metoda, ki pokaze razlike v povrSinskih antigenih. Temelji na aglutinaciji
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bakterij s kun¢jimi antiserumi. Metoda razdeli seve na ve¢ kot 20 seroloskih skupin, ki jih
oznac¢imo z velikimi tiskanimi ¢rkami. Dobra je korelacija med seroloSkimi skupinami in
toksigenimi/netoksigenimi sevi. V seroloskih skupinah A, C, G, H in K najdemo povecini
toksigene seve, izolirane iz simptomatskih bolnikov, v seroloski skupini D pa netoksigene
seve, izolirane iz asimptomatskih bolnikov (Delmee in sod., 1985; Delmee in sod., 1986;
Toma in sod.,1988).

Tezava metode je slabSa moc¢ razlikovanja zaradi navzkrizne reaktivnosti, za katero je
odgovoren protein flagelin, ki sestavlja bicek. Za vse predstavnike seroloske skupine A (ki
jih na osnovi razlicnih proteinskih profilov, dobljenih s poliakrilamidno gelsko
elektroforezo (PAGE), nadalje razdelimo Se na skupine Al, A2...), se je izkazalo, da imajo
bicke, prav tako tudi za nekatere seve znotraj skupin H, G, D in K. Diskriminativnost
metode je mogoce izboljsati s kombiniranjem serotipizacije s SDS-PAGE (denaturacijska
poliakrilamidna gelska elektroforeza) ali z odstranitvijo bickov (Delmee in sod., 1985;
Delmee in sod., 1986; Toma in sod.,1988; Delmee in sod., 1990). Encimsko imunska
metoda (ELISA), za detekcijo antigenov, specificnih za doloCeno serolosko skupino, je

izbolj$ana metoda serotipizacije (Delmee in sod., 1993).

2.6.2.2 SDS-PAGE (denaturacijska poliakrilamidna gelska elektroforeza)

Denaturacijska poliakrilamidna gelska elektroforeza je metoda za loCevanje proteinov na
osnovi njihove elektroforezne mobilnosti. S PAGE lahko primerjamo samo povrsinske
proteine ali vse celi¢ne proteine. Metoda, ki je bila v uporabi v 80. letih prejSnjega stoletja,
razdeli izolate na podlagi razli¢nih proteinskih profilov v razli¢ne skupine. PAGE je dokaj
zahtevna metoda, zato so za izvedbo potrebne izkusnje, prednost metode pa je ta, da so
materiali in reagenti relativno poceni. Ob ustrezni standardizaciji je metoda ponovljiva in
uporabna za tipizacijske Studije (Tabaqchali in sod., 1986; McKay in sod., 1989; van
Belkum in sod., 2007). Po elektroforezi lahko nadaljujemo z imunskim prenosom
(Immunoblott), ter tako ugotavljamo vzorec specificnih proteinov, kar olajSa interpretacijo

rezultatov (Heard in sod., 1986).
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2.6.3 Genotipske tipizacijske metode

Z genotipskimi tipizacijskimi metodami odkrivamo spremembe na nivoju bakterijskega
genoma. Metode temeljijo na:

analizi plazmidov, kjer ugotavljamo Stevilo in velikost plazmidov pri razli¢nih

sevih. Pri bakteriji C. difficile ta metoda ni uporabna, saj vsi sevi nimajo plazmidov
(Brazier, 1998),

- analizi genomske DNA po razrezu z restrikcijskimi encimi,

- pomnozitvi specifi¢nih odsekov genoma z verizno reakcijo s polimerazo,

- dolocitvi in analizi nukleotidnega zaporedja izbranih odsekov DNA,

- kombinaciji razli¢nih metod (van Belkum in sod., 2007).

2.6.3.1 Polimorfizem restrikcijskih fragmentov celotne DNA (REA).

Prvi so to metodo uporabili Kuijper in sod. (1987), da bi ugotovili ali sta dve Zenski s
psevdomembranoznim kolitisom okuzeni z istim sevom. Kasneje jo je pricel rutinsko
uporabljati laboratorij prof. Gerdinga v Chicagu, kjer je danes zbirka ve¢ tiso¢ sevov C.
difficile, tipiziranih z metodo REA (Clabots in sod., 1993). Metoda temelji na razrezu
genomske DNA z restrikcijskim encimom, ki pogosto reze, razrezani fragmenti (velikosti
od 0,5 do 30 kbp, slika 1) pa po loc€itvi z gelsko elektroforezo tvorijo vzorec, ki je znacilen
za doloc¢en tip. REA je dokaj enostavna tipizacijska metoda z dobro mocjo razlikovanja
vendar je, zaradi velikega Stevila fragmentov, ki jih dobimo po razrezu kromosomske DNA
in slabi locitvi le teh z gelsko elektroforezo, interpretacija rezultatov izjemno zahtevna. Ker
direktna interpretacija rezultatov ni zanesljiva, je posamezne profile REA potrebno
primerjati z referenénimi sevi Ze znanih tipov na istem gelu (Wren in Tabaqchali, 1987;

Kristjansson in sod. 1994; Johnson in sod., 2003).
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Slika 1: Vzorec fragmentov, ki ga dobimo po restrikciji celotne DNA z encimom HindIIl in gelski

elektroforezi (Johnson in sod., 2003).

2.6.3.2 Pulzna gelska elektroforeza (PFGE)

Pulzna gelska elektroforeza (PFGE) je metoda, ki se uporablja za lo¢evanje zelo velikih
molekul DNA. S periodi¢nim spreminjanjem smeri elektricnega toka morajo molekule ob
vsaki zamenjavi spremeniti smer potovanja. Vecje molekule DNA so bolj okorne in tezje
spremenijo smer potovanja kot manjSe molekule in zato po gelu potujejo pocasneje.
Celotno genomsko DNA reZzemo z encimom, ki redko reze. Za tipizacijo C. difficile se
najpogosteje uporablja encim Smal (van Dijck in sod., 1996; Bidet in sod., 2000; Spigaglia
in sod., 2001; Gal in sod., 2005) lahko pa tudi encim Sacll (Kato in sod., 1994). Z
restrikcijo dobimo od 5 do 10 restrikcijskih fragmentov, velikosti od 40 do 700 kbp (van
Dijck in sod., 1996; Spigaglia in sod., 2001).

Metoda PFGE je ena izmed standardnih metod, ne le za tipizacijo C. difficile, temve¢ tudi
drugih bakterij. Je metoda z dobro ponovljivostjo in sposobnostjo razlikovanja. Slabost
metode je draga oprema in nekoliko daljsi Cas, ki je potreben, da dobimo rezultate (van
Belkum in sod, 2007; Brazier, 2001). Problem metode pri tipizaciji bakterije C. difficile je
bil dolgo Casa tudi ta, da se sevi, ki pripadajo seroloSki skupini G, zaradi konstantne
razgradnje DNA, niso dali tipizirati (Bidet in sod., 2000; Kato in sod., 1994). Z razvojem

novih protokolov pa se je uspesnost tipizacije izboljsala (Gal in sod., 2005).
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2.6.4 Tipizacijske metode, ki temeljijo na pomnoZevanju DNA

2.6.4.1 Verizna reakcija s polimerazo s poljubnim zacetnim oligonukleotidom (AP-PCR)

Pri tej metodi s poljubno izbranim zacetnim oligonukleotidom in manj strogimi pogoji
pomnoZevanja, pomnozimo naklju¢ne dele genoma. Po gelski elektroforezi pridelkov PCR
dobimo vzorec pomnoZzenih fragmentov razliénih velikosti in jakosti. Stevilo fragmentov,
ki jih dobimo, je ponavadi manjSe od 10 (Bidet in sod., 2000; Killgore in Kato, 1994).
Slabost metode je slaba ponovljivost in slaba primerljivost med laboratoriji (Collier in sod.,

1996).

2.6.4.2 Polimorfizem dolzin pomnozenih delov (AFLP)

Metoda temelji na selektivni pomnozitvi restrikcijskih delov genomske DNA z verizno
reakcijo s polimerazo. Metoda vsebuje tri korake: 1) restrikcija DNA in ligacija
dvoveriznih oligonukleotidnih adapterjev, ii) selektivno pomnozevanje restrikcijskih
fragmentov, iii) analiza pomnozenih fragmentov. S pomocjo te metode lahko odkrivamo
razlike med organizmi brez predhodnega znanja o nukleotidnem zaporedju. Razlike so
odvisne od sprememb prepoznavnih mest restrikcijskih encimov, ki nastanejo zaradi
mutacij (Vos in sod., 2005).

V primerjavi s PFGE, ki velja za »zlati standard« med tipizacijskimi metodami, ima AFLP
podobno ponovljivost in mo¢ razlikovanja, vendar je dosti bolj delovno zahtevna in tudi

optimizacija je dolgotrajna (Klaassen in sod, 2002; van den Berg in sod., 2004).

2.6.4.3 Toksinotipizacija

Toksinotipizacija je metoda, ki temelji na PCR-RFLP analizi regije Pal.oc (pathogenicity
locus — patogenski lokus). Z metodo PCR najprej pomnozimo dolocen odsek DNA,
dobljeni pomnozek PCR pa nato Se reZemo z izbranim restrikcijskim encimom oziroma
kombinacijo razlicnih encimov. Glede na kombinacijo dobljenega vzorca, ki odraza

variabilnost patogenskega lokusa, seve razdelimo na skupine, imenovane toksinotipi. Seve,
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ki so identi¢ni referenénemu sevu bakterije C. difficile (VPI 10463), ozna¢imo kot
toksinotip 0. Variantne seve, ki se v zgradbi patogenskega lokusa razlikujejo od
referencnega seva, pa ozna¢imo z rimskimi Stevilkami (Rupnik in sod., 1998; Rupnik in
sod., 1997). Do danes je znanih 28 razli¢nih toksinotipov (0, I — XXVII) (Rupnik, 2007¢).
Variantni sevi se lahko v zgradbi patogenskega lokusa le malo razlikujejo od referen¢nega
seva, lahko pa so spremembe obseznejSe in obsegajo delecije, insercije in substitucije v
nukleotidnem zaporedju PaLoc (Rupnik in sod., 1998).

Toksinotipizacija se deloma ujema z metodo serotipizacije, zelo dobro pa s PCR-

ribotipizacijo in PFGE (Rupnik in sod., 1998; Rupnik in sod., 2001).

2.6.4.4 PCR-ribotipizacija

PCR-ribotipizacija je metoda, ki temelji na razlikovanju polimorfizma medgenskega
prostora med 16S rDNA in 23S rDNA (slika 2). Pri tej metodi z dvema zacetnima
oligonukleotidoma, pri ¢emer se en veze na 3° konec gena za 16S rRNA, drugi pa na 5
konec gena za 23S rRNA, pomnozimo prostor (intergenic spacer region, ISR) med obema
genoma (Cartwright in sod., 1995; Stubbs in sod., 1999; Bidet in sod., 1999). Regije ISR
so zelo variabilne, tako v dolzini kot tudi v nukleotidnem zaporedju. Ker ima C. difficile
ve¢ kopij operona rRNA (sev 630 jih ima 11) (Sadeghifard in sod., 2006) lahko s
pomnozitvijo teh regij in lo€itvijo fragmentov razli¢nih dolzin z gelsko elektroforezo, seve
(glede na dobljene vzorce fragmentov) razdelimo v razlicne skupine imenovane PCR-
ribotipi, ki jih ozna¢imo z arabskimi Stevilkami (Stubbs in sod., 1999; Bidet in sod., 1999).
Metoda je hitra, enostavna in ponovljiva (Cartwright in sod., 1995) z dobro mocjo
razlikovanja (van Dijck in sod., 1996; Rupnik in sod., 2001; Collier in sod., 1996). Do
danes je znanih ze ve¢ kot 200 razli¢nih PCR-ribotipov (Kuijper in sod., 2006).
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Slika 2: Operon rRNA. ISR-medgenski prostor, P1, P2-mesto prileganja zacetnih oligonukleotidov.
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2.6.45 MLVA

MLVA je hkratna analiza vecjega Stevila lokusov z variabilnim Stevilom tandemskih
ponovitev (angl. Multiple locus variable number tandem repeat analysis).

V genomu nekaterih bakterijskih vrst najdemo odseke DNA iz tandemskih ponavljajocih
se zaporedij. Za ta zaporedja je znacilna visoka stopnja polimorfizma, ki je najveckrat
posledica napak pri podvojevanju DNA, ko pride zaradi zdrsa DNA polimeraze do insercij
ali delecij ponavljajocih se enot (van Belkum in sod., 2007).

MLVA je metoda, pri kateri najprej z metodo verizne reakcije s polimerazo pomnozimo
poljubno Stevilo lokusov VNTR (lokusov z variabilnim Stevilom tandemskih ponovitev).
Ti lokusi pri razlicnih sevih vsebujejo razlicno Stevilo teh tandemskih ponovitev. V
primeru daljSih ponovitev, lahko pridelke PCR lo¢imo z gelsko elektroforezo in nato iz
velikosti fragmentov izraCunamo Stevilo tandemskih ponovitev v dolo¢enem lokusu ali pa
Stevilo ponovitev dolo¢imo z analizo nukleotidnega zaporedja. To storimo za vsak lokus,
ki je vkljuen v analizo. Rezultat je kombinacija Stevilk, ki predstavljajo Stevilo
tandemskih ponovitev posameznega lokusa (Marsh in sod., 2006; van Belkum in sod.,
2007). Ce so kot molekulski oznadevalci izbrani lokusi s kraj§imi tandemskimi
ponovitvami (2-9 bp), lahko S$tevilo teh ponovitev dolo¢imo z uporabo kapilarne
elektroforeze (van den Berg in sod., 2007). Metoda je enostavna in hitra in ima odlicno
sposobnost razlikovanja. MLVA razlikuje med izolati istih tipov REA (Marsh in sod.,
2006), PCR- ribotipov in pulsotipov (van den Berg in sod., 2007). Slabost metode pa je

(morda) prehitra evolucija teh tandemskih ponovitev (van Belkum in sod., 2007).

2.6.5 Genotipske metode, ki temeljijo na dolo¢anju nukleotidnega zaporedja

2.6.5.1 Alternativna metoda serotipizacije - slpA

Alternativna metoda serotipizacije je sekven¢na metoda ali metoda PCR-RFLP, ki odraza
variabilnost gena SIpA, za povrSinski antigen (Karjalainen in sod., 2002). Gen sIpA kodira
veliki prekurzorski protein, ki se kasneje razcepi na dva razli¢na proteina, ki sestavljata S-
sloj (S-layer) (Karjalainen in sod., 2001). S-sloj je dvodimenzionalna proteinska mreza, ki

se nahaja na povrSini nekaterih bakterijskih celic in je vidna le pod elektronskim
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mikroskopom. Pri bakteriji C. difficile je sestavljen iz dveh proteinov, ki ju lahko lo¢imo
glede na molekulsko maso. Protein z nizjo molekulsko maso, ki ga kodira variabilna regija
gena SIpA (N —terminalni konec, slika 3) je v zunanji ovojnici usmerjen navzven in
verjetno doloca tudi serolosko specifi¢nost. Po pomnozitvi variabilne regije gena SIpA in
restrikcijski analizi oziroma doloc€itvi nukleotidnega zaporedja pridelka PCR lahko seve
razdelimo v razli¢ne skupine. Metoda je dobra alternativa serotipizacije, saj so nukleotidna
zaporedja variabilnih regij identi¢na znotraj dolocene seroloske skupine in razliéna med
skupinami. Tezava metode pa je, da so regije, ki bi bile primerne za prileganje zacetnih
oligonukleotidov, premalo ohranjene med razlicnimi bakterijskimi izolati (Karjalainen in

sod., 2002; Kato in sod., 2005; Eidhin in sod., 2006).
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Slika 3: Strukturna organiziranost gena SIpA bakterije C. difficile. V: variabilna regija, C: ohranjena regija
(Karjalainen in sod., 2002).

2.6.5.2 Tipizacija zaporedij multiplih lokusov (Multilocus sequence typing, MLST)

MLST je metoda, ki odraza variabilnost v nukleotidnem zaporedju vecjega Stevila genov,
pomembnih za esencialne metabolicne funkcije, t.i. »hiSnih genov« (angl. housekeeping
genes). Po pomnozitvi dela gena z metodo PCR in analizi nukleotidnega zaporedja le tega,
vsakemu zaporedju, ki je druga¢no od prejSnjega, dodelimo novo Stevilko. Kombinacija
Stevilk vseh genov, vkljucenih v analizo nam da sekvenéni tip (ST) (Lemee in sod., 2004;
Lemee in sod., 2005). Do sprememb v nukleotidnem zaporedju pride predvsem zaradi
tockovnih mutacij, katerih frekvenca je priblizno osem krat vecja kot frekvenca
rekombinacij (Lemee in sod., 2004).

Metoda je ponovljiva in hitra, mo¢ razlikovanja (discriminatory power) pa je odvisna od
genov, ki jih vklju¢imo v analizo. Analiza MLST »hi$nih genov« (nevtralni geni, niso pod
selekcijskim pritiskom) je primerna predvsem za dolgoro¢ne epidemioloske Studije za

kratkorocne Studije pa je potrebno v analizo vkljuditi tudi gene, katerih molekulska ura tece



Janezi¢ S. Molekularne metode za tipizacijo ¢revesnih patogenih bakterij Clostridium difficile. 19
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega §tudija mikrobiologije, 2008

hitreje (npr. geni, ki kodirajo virulencne dejavnike). S kombinacijo dveh ali treh visoko
variabilnih genov, kot so npr. SIpA, cwp66 in fliC in »hi$nih genov, bi bila metoda bolj

primerna za kratkoro¢ne epidemioloske $tudije (Lemee in sod., 2005).

Metode, ki temeljijo na primerjavi nukleotidnega zaporedja, imajo dolo¢ene prednosti pred
drugimi molekularnimi metodami. Rezultati so Stevil¢ni in zato nedvoumni, lahko jih brez
tezav primerjamo med laboratoriji in jih tudi shranjujemo v centralno bazo podatkov, kjer

so dostopni vsem, ki te podatke potrebujejo (Lemee in sod., 2005; Lemee in sod., 2004).

2.7 EPIDEMIOLOGIJA IN VPLIV BAKTERIJE C. difficile NA JAVNO
ZDRAVSTVO

2.7.1 C. difficile pri ljudeh

Z bakterijo C. difficile je koloniziranih 3 % zdravih odraslih ljudi in do 70 % zdravih
novorojenckov (Bartett, 1994). Kolonizacija novorojen¢kov in dojenckov skoraj vedno
poteka asimptomati¢no. Zakaj dojencki ne zbolijo, kljub visokim titrom toksina A in B v
blatu, $e ni jasno (Lyerly in sod., 1988). Z bakterijo C. difficile je koloniziranih tudi od 16-
35 % hospitaliziranih pacientov (Kuijper in sod., 2006). Z daljSim ¢asom hospitalizacije pa
narasca tudi verjetnost okuzbe (Johnson in Gerding, 1998).

Najverjetnejsi vir okuzbe s C. difficile so kontaminirano okolje, asimptomatski nosilci
bakterije, bolniki s CDAD in roke bolniSni¢nega osebja (Johnson in Gerding, 1998;
Kuijper in sod., 2006). Ker so spore bakterije C. difficile odporne na ve¢ino dezinfekcijskih
sredstev, ki jih uporabljajo v bolnis$nicah, lahko ostanejo prisotne v bolnisnicnem okolju
tudi ve¢ mesecev. Najpogosteje so kontaminirana tla, komode, in okvir postelje (Kuijper in

sod., 2006).

C. difficile je primarno povzrocitelj bolnisnicnih okuzb. V zadnjih nekaj letih se je
povecalo tudi Stevilo izvenbolni$ni¢nih okuzb in okuzb v populaciji z nizkim tveganjem

(Chernak in sod., 2005). Spremembe v epidemiologiji so lahko posledica:
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- Sirjenja novega mo¢no virulentnega tipa bakterije C. difficile, ki ga s PCR-
ribotipizacijo uvrstimo v tip 027, s PFGE v tip NAP1 (North America pulsotypel), s
tipizacijo REA v tip BI in toksinotipizacijo v toksinotip III (C. difficile
027/NAP1/BI/III). Za ta sev je znacilna tudi povecana produkcija toksinov TcdA in
TcdB, prisotnosti binarnega toksina CDT ter odpornost proti eritromicinu,
moksifloksacinu in drugim fluorokinolonom.

- Sprememb v uporabi antibiotikov (povecana uporaba fluorokinolonov).

- Pojav novega rezervoarja oziroma novih poti Sirjenja okuzbe (Rupnik, 2007a; Barbut in

sod., 2007).

Stevilo okuzb s C. difficile pa naras¢a tudi pri razliénih Zivalih (Songer in Anderson,
2006), ki so tudi lahko mozen rezervoar okuzbe. V nedavni kanadski raziskavi, so namre¢
odkrili precejSnje prekrivanje med izolati bakterije C. difficile, izoliranih iz ljudi in
telickov. Najvec izolatov iz telickov je pripadalo PCR-ribotipu 017 (toksinotip VIII, A
B'CDT") in PCR-ribotipu 027 (toksinotip III, A'B'CDT"), ki sta tudi dva prevladujoca
tipa, povezana z izbruhi CDAD pri ljudeh (Barbut in sod., 2007), ter PCR-ribotipu 078
(toksinotip V, A'B'CDT") (Rodriguez-Palacios in sod., 2006), ki je najpogosteje izolirani
tip tudi pri novorojenih prasickih (Keel in sod., 2007).

Epidemicni sev 027 pa so izolirali tudi iz psa, ki je z obiski razveseljeval bolnike v
nekaterih bolni$nicah v Kanadi (Lefebvre in sod., 2006).

Da prihaja do prelivanja cloveskih in zivalskih rezervoarjev je vidno tudi v spremembi
prevalence sevov, ki proizvajajo binarni toksin CDT. V zaletnih raziskavah je bila
pogostost sevov, ki delajo CDT pri ljudeh veliko nizja v primerjavi z Zivalskimi sevi, v
zadnjih letih pa se je Stevilo CDT pozitivnih sevov, izoliranih iz ljudi mo¢no povisalo,
predvsem pri ljudeh z izvenbolni$ni¢nimi okuzbami (Spigaglia in Mastrantonio, 2004;
Terhes in sod., 2004; Rupnik, 2007a). Izolacija C. difficile iz mesa, pa kaze, da je ena
izmed moznih poti okuzbe tudi preko uzivanja okuZenega mesa (Rodriguez-Palacios in

sod., 2007).

Stevilo okuzb s C. difficile in tudi $tevilo tezkih primerov bolezni narasata v $tevilnih
drzavah (ZDA, Kanada, Nizozemska, Belgija, Velika Britanija, Francija) (Barbut in sod.,
2007). V Angliji zaradi okuzbe s C. difficile umre dvakrat ve¢ bolnikov kot zaradi okuzbe
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z MRSA (proti meticilinu odporno bakterijo Staphylococcus aureus). Stevilo smrtnih
primerov se je v Angliji, od leta 1999 do leta 2004, povecalo kar za 2,3 krat (Kuijper in
sod., 2006).

Vpliv okuzb s C. difficile na javno zdravstvo je velik. Bolnike je potrebno zdraviti zaradi
primarne bolezni in dodatno $e zaradi okuzbe s C. difficile. Potrebna je tudi osamitev
bolnika, ostrejsi higienski ukrepi, ter dekontaminacija okolja v katerem je tak bolnik
prebival. Taki bolniki ponavadi v bolni$nici prezivijo 1 — 3 dodatne tedne, kar poveca tudi
stroSke zdravljenja. Izracunali so, da naj bi povprec¢ni stroski zdravljenja bolnikov s CDAD
v Evropski Uniji znaSali okrog 3 milijarde evrov na leto. Ti stroski naj bi se s staranjem
prebivalstva ter vecanjem deleza ljudi starih, nad 65 let, le Se poviSevali (Kuijper in sod.,

2006).

2.7.2 C. difficile pri Zivalih

C. difficile so izolirali iz fecesa Stevilnih Zzivali, kot so hréki (Chang in sod., 1978),
podgane (Czuprynski in sod., 1983), misi (Onderdonk in sod., 1980), zajci (Dabard in sod.,
1979), prasici (Songer in Uzal, 2005; Yaeger in sod., 2002), konji (Madewell in sod., 1995;
Jones in sod., 1987), telicki (Rodriguez-Palacios in sod., 2006), macke, psi (Madewell in
sod, 1999; Boriello in sod., 1983), pis€anci (Simango, 2006) in tudi sloni (Bojesen in sod.,
2006).

Enako kot pri ljudeh, tudi pri zivalih C. difficile povzroca Sirok spekter bolezni, od
asimptomati¢ne okuzbe do postantibioticne driske in enterokolitisa ter posledi¢no tudi
smrti. PoruSenje normalne crevesne flore z antibiotiki in imunosupresivnimi zdravili
omogoci kolonizacijo C. difficile (Brazier, 1998; Boriello in sod., 1983; Chang in sod.,
1978; Bojesen in sod., 2006). C. difficile je glavni povzrocitelj enteritisa pri neonatalnih
prasickih. To¢nih podatkov o incidenci in prevalenci CDAD med prasicki Se ni, vendar je v
ZDA C. difficile najpogosteje izoliran povzroditelj enteritisa pri novorojenih prasickih
(Songer in Anderson,. 2006).

Razli¢ne zivali se uporabljajo tudi za Studije okuzb s C. difficile. Najve¢ in vivo poskusov
je bilo opravljenih na hrckih. Nekaj $tudij je bilo opravljenih tudi na akseni¢nih miskah in

podganah. Nobena od teh pa ni tako obcutljiva na okuzbo kot hr¢ki (Onderdonk in sod.,
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1980; Czuprynski in sod., 1983; Lyrey in sod., 1988). Pri hr¢kih so pokazali, da novorojeni
hr¢ki, kolonizirani s C. difficile ne zbolijo, odrasle Zivali pa so za okuzbo zelo dovzetne

(Rolfe in Iacons, 1983; Lyrey in sod., 1988).

2.7.3 Podatki za Slovenijo

Ker v Sloveniji javljanje okuzb z bakterijo C. difficile ni obvezno, to¢nih podatkov o
obolevnosti in smrtnosti zaradi C. difficile nimamo. Po podatkih Instituta za varovanje
zdravja Republike Slovenije je bilo leta 2002 v Sloveniji prijavljenih 33 primerov
enterokolitisa povzrocenega s C. difficile, leta 2003 17 primerov in leta 2004 17 primerov
pri ¢emer je ena oseba tudi umrla (Epidemiolosko spremljanje... 2002; Epidemiolosko

spremljanje...2003; Epidemiolosko spremljanje... 2004).

Ceprav za CDAD zbolijo predvsem starejsi ljudje, so v Sloveniji na Infekcijski kliniki,
med letoma 2006 in 2007 obravnavali 8 primerov, ko so zboleli otroci stari med 3 meseci
in 13 leti. V treh primerih so otroci potrebovali oskrbo na intenzivni negi, pri enem je bila
potrebna tudi odstranitev dela debelega crevesja, preostalih Sest bolnikov pa je bilo

potrebno zdraviti z metronidazolom in/ali vankomicinom (Radsel in sod., 2007).

Po podatkih Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor, kjer so v letih od 2004 do 2006 na
leto testirali med 250 in 300 vzorcev blata, ni zaznati obCutnega povecCanja testiranih
vzorcev, niti povecanja Stevila C. difficile pozitivnih vzorcev, ki se letno giblje med 34 in
45 vzorcev. Molekularna opredelitev vzorcev, izoliranih v ¢asu od junija 2006 do marca
2007 je pokazala, da prevladujejo sevi toksinotipa 0, med variantnimi sevi pa sevi tipa IV,
V in XII. Niso pa Se potrdili nobenega izmed dveh prevladujocih tipov, ki sta trenutno
povezana z izbruhi: III/BI/NAP1/027 in toksinotip VIII (A'B'CDT"). V mariborski regiji
tudi ni zaznati poviSanega Stevila izvenbolniSni¢nih okuzb, saj so vecino sevov izolirali pri

bolnikih s klasi¢nimi dejavniki tveganja (Rupnik, 2007b).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Proucevani sevi bakterije Clostridium difficile

Uporabljeni sevi C. difficile izvirajo iz zbirke sevov Oddelka za raziskovalno dejavnost,
Centra za mikrobiologijo, Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor. Zbirka vkljucuje seve
C. difficile iz razliénih geografskih obmo¢ij ter iz razli¢nih drugih svetovnih zbirk. V
raziskavo smo vkljucili samo seve, ki pripadajo toksinotipu III, V in VIII, ker so prav ti
najpogosteje izolirani variantni sevi iz blata bolnikov s CDAD (Barbut in sod., 2007). Sevi
toksinotipa V pa so tudi najpogostejsi variantni sevi, izolirani iz blata zivali (Keel in sod.,
2007). V raziskavo smo tako vkljucili 20 sevov toksinotipa III, 17 sevov toksinotipa VIII
in 10 sevov toksinotipa V. Od 10 sevov toksinotipa V, so Stirje sevi izolirani iz ljudi,
preostalih Sest pa je izoliranih iz novorojenih prasi¢kov iz dveh vec¢jih farm v Sloveniji.

Pregled sevov je podan v prilogi A.

3.1.2 Sestava gojis¢

BHI (Brain Heart infusion broth) KA (Krvni agar)

»Brain infusion solids« 12,5 g/LL Pepton 15,0 g/L
»Beef heart infusion solids« 5,0 g/L Jetrni ekstrakt 2,5¢g/L
Peptokompleks 10,0 g/L Kvasni ekstrakt 5,0 g/L
Glukoza 2,0 g/L Natrijev klorid 5,0 g/L
Natrijev klorid 5,0 g/L Agar 13,0 g/L
Na,HPO, 2,5 g/l Defibrinirana ov¢ja kri 5-7%

pH 7,4+0,1

3.1.3 Priprava pufrov in drugih raztopin

Pufre in raztopine smo pripravili tako, da smo suhe snovi zatehtali in jih prenesli v ¢aSo s

polovico kon¢nega volumna destilirane vode. Ko so se vse sestavine raztopile, smo
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raztopino prelili v merilni valj in dopolnili z vodo do ustreznega volumna. Ce smo morali

izmeriti pH, smo to storili, ko so bile vse sestavine raztopljene in preden smo dopolnili z

vodo do ustreznega volumna.

Pufer TBE (5x)

Baza Tris (Roth) S4 ¢
Borova kislina (Sigma) 275¢
0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 ml

Dopolnimo z dH,O do 1000 ml
Hranimo pri 4 °C, pred uporabo smo

pufer 10 x red¢ili z destilirano vodo.

Pufer TAE (50x)

Baza Tris (Roth) 1210 ¢
Acetat (Fluka) 51.1ml
0.5 M EDTA (pH 8.0) 50 ml

Dopolnimo z dH,O do 500 ml

pH med 7.5 in 8.0

Hranimo pri temperaturi 4 °C, pred
uporabo smo pufer 50 x redCili z

destilirano vodo.

Pufer TES

5 M NaCl 6.6 ml
1.0 M Tris 2 ml
dH,0 171,5 ml

Steriliziramo z avtoklaviranjem pri 100
°C, 15 minut. Hranimo pri sobni

temperaturi.

Pufer TE2

1,0 M Tris 5,0 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 2,0 ml
dH,0 do 500 ml

Steriliziramo z avtoklaviranjem pri 121
°C, 15 minut. Hranimo pri sobni

temperaturi.

Pufer TE(Q.5-S1

0.5 M EDTA (pH 8.0) 99,0 ml
1.0 M Tris 1,0 ml
SDS 10g

Steriliziramo s filtracijo. Hranimo pri
sobni temperaturi. Pred uporabo pufer

segrejemo na temperaturo 37 °C.

0.5 M EDTA (pH 8.0)

EDTA (Sigma) 93,6 g
dH,0 do 500 ml

Z 10 M NaOH uravnamo pH na 8.0.

Hranimo pri sobni temperaturi.

FizioloSka raztopina
NaCl 8,5¢g
dopolnimo z dH,0 do 1000 ml.

Steriliziramo z avtoklaviranjem.
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10 M NaOH Proteinaza K (10 mg/ml)
NaOH 40,0 g Proteinaza K (Sigma) 10 mg
dH;0 do 100 ml sterilna ddH,O 1,0 ml

Hranimo pri -20 °C

Nanasalni pufer

Bromfenol modro 25 ul Lizocim (20 mg/ml)
Saharoza 4,0¢g Lizocim (Sigma) 20 mg
ddH,O 10,0 ml sterilna ddH,O 1,0 ml

Hranimo pri -20 °C

3.2 METODE

3.2.1 Priprava suspenzije spor

Seve, ki so bili shranjeni pri -20 °C, smo cepili na plos¢e krvnega agarja. Po dvodnevni
inkubaciji v anaerobni atmosferi pri 37 °C, smo kolonije z morfologijo tipi¢no za C.
difficile (ploscate, hrapave kolonije, sivkaste barve, brez hemolize, ki lahko tudi rojijo)
precepili na ploS¢e krvnega agarja in pri enakih pogojih inkubirali 2 do 4 dni.

Iz poraslih kultur, kjer ni bilo prisotnih kontaminant, smo pripravili spore tako, da smo
kulturo s suhim brisom prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko z 900 pl sterilne destilirane
vode. Po 5 minutnem centrifugiranju pri 10000 obratih/min (uporabljali smo centrifugo
Eppendorf Mini spin plus in pripadajo¢i rotor F-45-12-11) smo odvzeli 600 pl

supernatanta ter tako pripravljeno suspenzijo spor do nadaljnje uporabe hranili pri 4 °C.

3.2.2 Osamitev DNA

Osamitev DNA z uporabo kompleta za osamitev DNA »QIAamp” DNA Mini Kit«

(Qiagen, Gmbh, Hilden, Nemcija), po navodilih proizvajalca za izolacijo genomske DNA

po Gramu pozitivnih bakteri;.
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Po 10 pl suspenzije spor smo nacepili na plosc¢e krvnega agarja. Po dvodnevni inkubaciji v
anaerobni atmosferi pri 37 °C, smo eno kolonijo precepili na ploS¢o krvnega agarja in
inkubirali v anaerobni atmosferi pri 37 °C.

Po 24 urni inkubaciji smo s suhim brisom prenesli kulturo v 1,5 ml mikrocentrifugirko s
400 pl fizioloske raztopine. Po 10 minutnem centrifugiranju pri 14500 obratih/minuto
(uporabljali smo centrifugo Eppendorf Mini spin plus in pripadajoci rotor F-45-12-11) smo
odstranili supernatant in usedlino resuspendirali v 180 pl lizocima (20 mg/ml). MeSanico

smo inkubirali 30 min pri temperaturi 37 °C.

Vzorcu smo dodali 20 pl proteinaze K (priloZzena kompletu za osamitev DNA) in 200 pl

pufra AL (angl. Lysis Buffer), premesali na mesalu in inkubirali pri 56 °C 30 min.

Po inkubaciji smo vzorcu dodali 200 pl etanola (96 - 100-odstotni) in dobro premesali na
meSalu. Na kratko smo centrifugirali in lizat odpipetirali na kolono (QIAamp Spin
Column), ki je prilozena setu. Kolono, names¢eno v 2 ml zbiralno epruveto, smo

centrifugirali 1 min pri 8000 obratih/min.

Zbiralno epruveto s filtratom smo zavrgli, kolono z vezano DNA pa prenesli v novo
zbiralno epruveto. Dodali smo 500 pl pufra AW1 (angl. Wash Buffer 1) in centrifugirali 1
min pri 8000 obratih/min.

Zbiralno epruveto s filtratom smo ponovno zavrgli in kolono prenesli v novo zbiralno
epruveto. Dodali smo 500 pl pufra AW2 (angl. Wash Buffer 2) in centrifugirali 3 min pri
14500 obratih/min. Zbiralno epruveto s filtratom smo zavrgli, kolono prenesli v novo

zbiralno epruveto in centrifugirali 1 min pri 14500 obratih/min.

Filtrat in zbiralno epruveto smo ponovno zavrgli in kolono prenesli v 1,5 ml
mikrocentrifugirko.

DNA, vezano na silikagelsko membrano, smo iz kolone izprali tako, da smo dodali 200 pl
sterilne ddH,O, 1 minuto inkubirali pri sobni temperaturi nato pa centrifugirali 1 minuto

pri 8000 obratih/min.
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Izolirano DNA v mikrocentrifugirki smo ustrezno oznacili in do nadaljnje obdelave hranili

pri -20 °C.

Osamitev grobega ekstrakta DNA s Chelexom. Bakterije smo gojili na enak nacin kot za

osamitev DNA s kompletom za osamitev DNA.

V 1.5 ml mikrocentrifugirki smo zmeSali 120 pl 5 % vodne raztopine »Chelex-100 Resin«
(Bio-Rad, Kalifornija) in 1 pl zanko kulture. Suspenzijo smo premesali na mesalu in jo 10
minut inkubirali v vreli vodni kopeli. Po kon¢ani inkubacij smo meSanico centrifugirali 10
min pri 12.000 obratih/min (centrifuga Eppendorf Mini spin plus in pripadajoci rotor F-45-
12-11). Supernatant, v katerem se nahaja DNA, smo nato prenesli v svezo 1,5 ml
mikrocentrifugirko. Tako pripravljeno DNA smo do uporabe hranili pri -20 °C, oziroma do

najvec 7 dni pri temperaturi 4 °C.

3.2.3 Toksinotipizacija

Da so nasi sevi res toksinotipa III, V in VIII, smo preverili tako, da smo pomnozili
fragmenta B1 in A3 patogenskega lokusa Pal.oc. V nadaljevanju smo sevom toksinotipa
III dolo¢ili tudi podtip a, b, c ali d in sicer s pomnoZitvijo in restrikcijsko analizo Se dveh
fragmentov gena tcdB, znotraj patogenskega lokusa Paloc B2s in B3s (slika 4).
Pomnozeni fragment A3 smo rezali z restrikcijskim encimom ECORI, fragment Bl pa z
restrikcijskima encimoma Hincll in Accl. Glede na dobljeni restrikcijski vzorec smo
dolocili toksinotip tako, da smo dobljene vzorce primerjali z ze znanimi vzorci (Rupnik,
2007c¢).

Pomnozena fragmenta B2s in B3s smo rezali z restrikcijskima encimoma HindIII in Rsal.
Glede na dobljeni restrikcijski vzorec smo dolocili podtipe izbranim sevom toksinotipa III

(Gerig, 2004).



Janezi¢ S. Molekularne metode za tipizacijo ¢revesnih patogenih bakterij Clostridium difficile.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2008

28

PL2

B2s PL3 A2 PL4

——  — | I [
2.0 kb L& kb 15k 20 kb 16 kb
PL1 Bl Bls Al A% P'E'._.
T 285kb 0 31kb 27kb 3.1kb 3lkb 03 kb
ted tedB tedE teadd ted
11 | | | | | | | | |
HN He He Ec P E NelS

Slika 4: Patogenski lokus PaLoc (Rupnik, 2007c)

3.2.3.1 VeriZna reakcija s polimerazo

Uporabljeni zacetni oligonukleotidi, pogoji pomnoZevanja in sestava reakcijske meSanice

so opisani v preglednicah 1, 2, 3.

Preglednica 1: Nukleotidna zaporedja zacetnih oligonukleotidov (ZO).

Produkt | Program | Oznaka
PCR PCR 70 Nukleotidno zaporedje ZO Vir
A4N | 5-TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC-3' Rupnik in
A 2stepd? A3C | 5-TATTGATAGCACCTGATTTATATACAAG-3' sod., 1997
BIC 5-AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGAAA-3' Rupnik in
Bl 2step37 B2N | 5-CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAG-3' sod., 1997
LIP4 | 5-GCGCTGCAGTTCTTCACTAGTTGACATAAGAAT-3" | Geric,
B2 2stepdt LIP7 | 5-CGAGTCGACCAAGATGATTTAGTGATATCAGAA-3' | 2004
LIP9 | 5-CGCGTCGACTATATAGGATTCAATAGCGAATTA-3' | Geri¢,
B3 2stepd LIP16 | 5-GCGCTGCAGCTATTCACTAATCACTAATTGAGC-3' | 2004

Preglednica 2: Pogoji pomnozevanja s PCR.

Program PCR Zacetna denaturacija Prileganje in Konéno St. ciklov*
denaturacija podaljsevanje podaljSevanje

2step47 93 °C, 3 min 93°C,4s 47 °C, 8 min 47 °C, 10 min 35

2step57 93 °C, 3 min 93°C,4s 57 °C, 8 min 57 °C, 10 min 30

* en cikel predstavlja denaturacijo, prileganje zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanje.
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Preglednica 3: Sestava reakcijske meSanice za posamezne PCR.

A3 B1, B2s in B3s
100 pl (za dve reakcijski 100 pl (za dve reakcijski
mesanici) mesanici)
H,0 67 ul 77 ul
10x pufer PCR' 10 pl 10 pl
TMA (10°M) 10 pl -
MgCl, (25mM) 2ul 2 ul
dNTP-ji (20mM meSanica) 4 ul 4 ul
P1 (10 pmol/pl) 1ul 1 ul
P2 (10 pmol/pl) 1ul 1 ul
Taq DNA-polimeraza
(5U/D) 0,25 ul 0,25 ul
DNA 3 pl »Chelex DNA« ali 3 pl »Chelex DNA« ali 1,5
1,5 pl &iste DNA? ul Giste DNA?

" Sestava 10 x pufra PCR: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,

? DNA izolirana z uporabo kompleta za izolacijo DNA.

Mesanico za PCR smo pripravili tako, da smo v 1,5 ml mikrocentrifugirko odpipetirali
sestavine v sledeCem vrstnem redu: ddH,O, pufer, MgCl,, dNTP-je, oba zaletna
oligonukleotida in nazadnje Se DNA-polimerazo. MeSanico smo dobro premesali in po 46
ul odpipetirali v 200 ul mikrocentrifugirke ter dodali ustrezno koli¢ino DNA. Reakcija je

potekala v ciklicnem termostatu T3000 (Biometra, Nemcija).

3.2.3.2 Restrikcija pomnozkov PCR

Pomnozene fragmente smo rezali z ustreznimi restrikcijskimi encimi. Restrikcijska
mesanica (za encime Accl, Hincll*, HindIII in Rsal), za eno reakcijo, je vsebovala:

- 8 ].11 HzO

2 ul pufra »NEBuffer« (New England Biolabs)
— 0,2 pl restrikcijskega encima (New England Biolabs)
— 10 pl pridelka PCR.

* za encim Hincll, smo v restrikcijsko meSanico dodali tudi 0,2 ul BSA.



Janezi¢ S. Molekularne metode za tipizacijo ¢revesnih patogenih bakterij Clostridium difficile. 30
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2008

Za restrikcijo fragmenta A3 z encimom ECORI pa je reakcijska meSanica vsebovala:
- 4 ul HO
— 1 pl pufra »"NEBuffer« (New England Biolabs)
— 0,2 ul restrikcijskega encima (New England Biolabs)
— 15 pl PCR pridelka.

Restrikcijsko mesanico smo inkubirali preko noci pri temperaturi 37 °C.

3.2.3.3 Gelska elektroforeza pomnozkov PCR.

Prisotnost pomnozkov PCR in velikost fragmentov, dobljenih po restrikciji smo dokazovali
v 1 % agaroznem gelu, ki smo ga pripravili s pufrom 0,5 x TBE. Elektroforeza je tekla pri
napetosti 120 V priblizno 45 minut. Po koncani elektroforezi smo gel 10 minut barvali z
raztopino etidijevega bromida v koncentraciji 0,2 pg/ml, nato pa 10 min razbarvali z
destilirano vodo. Sliko smo shranili v digitalni obliki z dokumentacijskim sistemom

(Biometra).

3.2.4 PCR-ribotipizacija

Za pomnozevanje medgenskega prostora smo uporabili dva razlicna protokola. In sicer
protokol, ki so ga opisali Stubbs in sod. (1999) in protokol, ki so ga opisali Bidet in sod.
(1999). Protokola se med seboj razlikujeta po uporabljenih zaCetnih oligonukleotidih,

programu PCR in sestavi reakcijske meSanice.

3.2.4.1 Optimizacija metode

Za optimizacijo metode smo uporabili referenne seve toksinotipa III, in sicer SE844
(ITIa), R12078 (I1Ib), in CH6230 (IlIc). DNA smo osamili s kompletom za osamitev DNA,
»QIAamp® DNA Mini Kit« (Qiagen, Gmbh, Hilden, Nemcija).
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Optimizacija metode je vkljucevala spreminjanje agaroze in pufra za pripravo agaroznega
gela za locevanje fragmentov. Uporabili smo dve vrsti agaroze in sicer, »Metaphor
agarose« (FMC, Bioproducts) in »Certified™ Low Range ultra agarose« (Bio-Rad,
Kalifornija) ter dva razli¢na pufra 0,5 x TBE in 1 x TAE.

Spreminjali smo tudi koncentracijo ionov Mg®" v reakcijski meSanici za PCR v
kombinaciji s segrevanjem pomnozkov PCR pri 75 °C.

S spreminjanjem napetosti, pri kateri je tekla elektroforeza, smo poskusali doseci

optimalno lo¢itev fragmentov.

Ko smo metodi optimizirali smo sevom toksinotipov III, V in VIII dolo¢ili PCR- ribotipe.
DNA vseh sevov toksinotipa III, smo osamili z uporabo kompleta za osamitev DNA, DNA
sevov toksinotipov V in VIII pa smo osamili s Chelexom. Optimiziran protokol, ki smo ga

uporabili za tipizacijo je podrobneje opisan v nadaljevanju.

3.2.4.2 PomnoZevanje medgenskega prostora med 16S in 23S rDNA

Mesanico za PCR smo pripravili tako, da smo v sterilno 1,5 ml mikrocentrifugirko
odpipetirali sestavine v sledeCem vrstnem redu: ddH,O, pufer, MgCl,, dNTP-je, oba
zacetna oligonukleotida in DNA-polimerazo. Nato smo meSanico dobro premesali in
ustrezno koli¢ino odpipetirali v 200 pl mikrocentrifugirke ter dodali DNA. Reakcija je
potekala v ciklicnem termostatu T3000 (Biometra, Nemcija).

Uporabljeni zacetni oligonukleotidi in sestava reakcijskih meSanic so opisani v

preglednicah 4, 5, 6.

Preglednica 4: Uporabljeni zacetni oligonukleotidi za PCR-ribotipizacijo.

Oznaka ZO | Nukleotidno zaporedje ZO (5°-3") Mesto prileganja Vir

RiboF GTGCGGCTGGATCACCTCCT 1482 — 1501 (16S rDNA) | Bidet in sod., 1999
RiboR CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC | 1-24(23StDNA) Bidet in sod., 1999
Ribol CTGGGGTGAAGTCGTAACAAGG 1445 — 1466 (16S rDNA) | Stubbs in sod., 1999
Ribo2 GCGCCCTTTGTAGCTTGACC 20-1(23StDNA) Stubbs in sod., 1999
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Preglednica 5: Sestava reakcijske mesanice po protokolu, ki so ga opisali Stubbs in sod. (1999).

1x 100 pl
dd H,O 70,5 ul
10 x pufer PCR ' 10 pl
MgCl, (25 mM) 3ul
dNTP-ji (20 mM meSanica) 4 ul
P1 Ribo 1 (50 pmol/ul) 1l
P2 Ribo 2 (50 pmol/ul) 1 ul
Taq DNA-polimeraza (5U/ul) 0,5 ul
DNA ?O“Lfi?(t?e}ie—il_elri)c}iliizo

" Sestava 10 x pufra PCR: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,

2 DNA, izolirana z uporabo kompleta za izolacijo DNA

Program PCR (Stubbs in sod., 1999)

94 °C 3 min

94 °C 1 min

55°C 1 min 35x
72 °C 2 min

72 °C 15 min

Po kon¢anem ciklicnem pomnoZzevanju smo pomnozke PCR Se segrevali pri 75 °C, 105
minut. Pokrov bloka na cikli¢nem termostatu in pokrovcke mikrocentrifugirk smo pustili

odprte.

Preglednica 6: Sestava reakcijske mesanice po protokolu, ki so ga opisali Bidet in sod. (1999).

1 x50 pl

dd H,O 37,0 ul

10 x pufer PCR ' 5,0pul

dNTP-ji (20 mM mesanica) 2,0 ul

P1 Ribo F (50 pmol/ul) 1,0 ul

P2 Ribo R (50 pmol/ul) 1,0 ul

Taq DNA-polimeraza (5U/ul) 0,25 ul

TR
DNA 5 i »Chelexc DA

"'Sestava 10 x pufra PCR: 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,

2 DNA, izolirana z uporabo kompleta za izolacijo DNA
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Program PCR (Bidet in sod., 1999)

94 °C 5 min

94 °C 1 min

57 °C 1 min 35x
72 °C 2 min

72 °C 10 min

Po koncanem ciklicnem pomnozevanju smo pomnozke PCR $e segrevali pri 75 °C, 45
minut. Pokrov bloka na cikli¢nem termostatu in pokrovcke mikrocentrifugirk smo pustili

odprte.

3.2.4.3 Gelska elektroforeza pomnozkov PCR

Za locevanje pomnozkov PCR smo si pripravili 3-odstotni agarozni gel tako, da smo
zmesali 3,0 g agaroze (Certified™ Low range Ultra Agarose, Bio-Rad, Kalifornija ali
Metaphor agarose, FMC Bioproducts) in 100 ml hladnega pufra 1 x TAE. Raztopino smo
segrevali v mikrovalovni pecici, z obasnim neznim mes$anjem na magnetnem mesalu. Po
segrevanju smo gel pocasi ohladili v vro¢i vodni kopeli do priblizno 55-60 °C, ga nato vlili
v plasti¢ni nosilec, vstavili glavnicek in pocakali, da se strdi. Gel smo z nosilcem prenesli v
elektroforezno banjico (Bio-Rad, Kalifornija), odstranili glavnicek in gel prelili s hladnim
pufrom 1 x TAE. V vdolbinice gela smo vnesli 20 pl pomnozka PCR in 7 pl nanaSalnega
pufra. V prvo in nato vsako Sesto vdolbinico smo vnesli standardno DNA lestvico 100-bp
(Biotools). Elektroforeza je tekla pri napetosti 80 V (2,5 V/cm), 5 ur.

Po koncani elektroforezi smo gel z DNA 15 minut barvali z raztopino etidijevega bromida
v koncentraciji 0,2 pg/ml, nato pa 20 min razbarvali z destilirano vodo. Sliko smo shranili

v digitalni obliki z dokumentacijskim sistemom (Biometra).

3.2.4.4 Analiza rezultatov

Vzorce fragmentov, ki smo jih dobili s PCR-ribotipizacijo smo analizirali ro¢no. Dva seva
smo uvrstili v isti PCR-ribotip, ¢e sta imela identicen vzorec fragmentov in v dva razli¢na

tipa, Ce sta se razlikovala v vsaj enem fragmentu.
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3.2.5 Pulzna gelska elektroforeza

3.2.5.1 Optimizacija metode

Pri pripravi agaroznih blokcev, v katerih je potekala osamitev in restrikcija genomske
DNA, smo spreminjali: odstotek gela za pripravo blokcev (1 %, 1,5 % in 2 %), vrsto
agaroze (LMA ali Pulsed Field Certified™ Agarose, Bio-Rad, Kalifornija) in topilo v

katerem smo pripravili agarozne blokce (sterilna bidestilirana voda ali pufer TE2).

Spreminjali smo tudi koncentracijo bakterijske suspenzije, ki smo jo uporabili za pripravo

blokcev in program za lo¢evanje makrorestrikcijskih fragmentov.

Optimiziran protokol, ki smo ga uporabili za tipizacijo, je podrobneje opisan v

nadaljevanju.

3.2.5.2 Osamitev genomske DNA v agaroznih blokcih

Po 10 pl suspenzije spor smo nacepili na plos¢e KA. Po dvodnevni inkubaciji v anaerobni
atmosferi pri 37 °C, smo tri srednje velike kolonije cepili v 5 ml tekocega gojis¢a BHI
(Brain heart infusion) in inkubirali preko no¢i v anaerobni atmosferi pri temperaturi 37 °C.
Gojis¢e BHI smo pred inokulacijo 10 minut inkubirali v vreli vodi in ga nato ohladili na
priblizno 37 °C.

Naslednji dan smo 0,1 ml prekono¢ne kulture precepili v 5 ml tekocega gojis¢a BHI (ki
smo ga ¢ez noC inkubirali v anaerobni atmosferi pri 37 °C) in inkubirali 5 ur v anaerobni

atmosferi pri 37 °C.

3.2.5.2.1 Dolocanje koncentracije bakterij

Po 5 urah gojenja smo najprej ocenili koncentracijo bakterij tako, da smo 200 ul kulture

odpipetirali v vdolbinice mikrotitrske plos¢e ter izmerili opticno gostoto (O.D.) pri 620
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nm. Delali smo v treh ponovitvah in nato izraCunali povprecne vrednosti. S pomocjo

umeritvene krivulje smo dolo¢ili koncentracijo bakterij.

3.2.5.2.2 Priprava agaroznih blokcev

V 1,5 ml mikrocentrifugirke smo prenesli 1,5 ml kulture, ter centrifugirali 10 min pri
12000 obratih/min (uporabljali smo centrifugo Eppendorf Mini spin plus in pripadajoci
rotor F-45-12-11). Supernatant smo odstranili s pipeto ter v isto mikrocentrifugirko
ponovno odpipetrirali 1,5 ml kulture. Ponovno smo centrifugirali 10 min pri 12000
obratih/min. Supernatant smo odstranili s pipeto in bakterije sprali s 500 ul pufra TES.
Ponovno smo centrifugirali 5 min pri 12000 obratih/min, odstranili supernatant in nato
bakterije resuspendirali v izracunanem volumnu pufra TES tako, da smo pripravili
suspenzijo celic v koncentraciji 1 x 10° celic/ml.

Suspenzijo celic smo zmesSali z enakim volumnom 1,5-odstotnega agaroznega gela (Pulsed
Field Certified™ Agarose, Bio-Rad v pufru TE2), ohlajenega na 60 °C.

Po 150 pl tako pripravljene suspenzije celic smo nato odpipetirali v modelcek za pripravo
blokcev in pustili 20 minut pri 4 °C, da so se strdili.

Blokce smo, s pomocjo spatule, prenesli v 2 ml mikrocentrifugirke v katere smo
odpipetirali 990 pl pufra TE 0.5-SI in 10 pl proteinaze K (10 mg/ml) in inkubirali preko
noci pri 37 °C.

Naslednji dan smo odstranili pufer s proteinazo K in blokce Sest krat sprali z 1 ml pufra

TE2. Blokce smo v pufru TE2 inkubirali 30 min pri temperaturi 37 °C.

3.2.5.3 Restrikcija genomske DNA v agaroznih blokcih

Po spiranju smo blokec s pomocjo spatule prenesli na parafilm in s skalpelom odrezali
priblizno 4 x 4 mm velik koscek, ki smo ga prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko, v kateri
smo imeli pripravljeno meSanico 108 pl ddH20 in 12 pl pufra »NEBuffer 4« (New

England Biolabs) in inkubirali 30 min pri sobni temperaturi.
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Po koncani inkubaciji smo meSanico pufra in vode zamenjali z restrikcijsko meSanico.
Restrikcijska meSanica za en vzorec je vsebovala:

- 107,25 pl ddH,O

— 12 pl pufra »NEBuffer 4« (New England Biolabs)

— 0,75 pl restrikcijskega encima Smal (20.000U/ml, New England Biolabs)

Blokce smo v restrikcijski meSanici inkubirali preko noci na sobni temperaturi.

3.2.5.4 Gelska elektroforeza

Makrorestrikcijske fragmente smo loc¢ili v 1-odstotnem agaroznem gelu (Pulsed field
Certified™ Agarose, Bio-Rad, Kalifornija), ki smo ga pripravili s pufrom 0,25 x TBE in
uporabo sistema PFGE (Biometra - Pulsed Field Gel Electrophoresis system).

Blokce smo nanesli na glavnic¢ek in vsakega zalili s kapljico 1-odstotnega agaroznega gela
(enak gel kot za lo¢evanje fragmentov).

Gel smo pripravili tako, da smo zatehtali 3 g agaroze v 300 ml pufra 0,25 x TBE in
segrevali (z obfasnim meSanjem na magnetnem meSalu) v mikrovalovni pecici. Ko je bila
vsa agaroza raztopljena, smo gel v vroci vodni kopeli pocasi ohladili na priblizno 55 — 60
°C ter ga vlili v plasti¢ni okvir za vlivanje gela, kamor smo ze prej postavili glavnicek z
naSimi vzorci. Iz strjenega gela smo previdno odstranili glavnicek in plasti¢ni okvir,
nastale vdolbinice pa zalili z 1-odstotnim agaroznim gelom. S skalpelom smo nato Se
previdno obrezali dvignjene robove gela, ki so (zaradi adhezije) nastali med
odstranjevanjem okvirja in glavnicka. S tem smo omogocili neovirano krozenje pufra med
samo elektroforezo.

V elektroforezno komoro smo nalili 2,4 litre pufra 0,25 x TBE ter pocakali, da se je ohladil
na izbrano temperaturo, pri kateri je tekla elektroforeza (13 °C). Nosilec z gelom smo
vstavili v elektroforezno banjico, pocakali, da se je temperatura gela izenalila s
temperaturo pufra, ter zagnali elektroforezo.

Elektroforeza je tekla 24 ur s programom za locevanje fragmentov velikosti od 2 do 800

kbp.
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Po koncani elektroforezi smo gel 20 minut barvali z raztopino etidijevega bromida v
koncentraciji 0,2 pg/ml, nato pa 30 minut razbarvali z destilirano vodo. Sliko smo shranili

v digitalni obliki z dokumentacijskim sistemom (Biometra).

3.2.5.5 Analiza rezultatov

Vzorce fragmentov, ki smo jih dobili s pulzno gelsko elektroforezo, smo analizirali rocno.
Ce sta imela dva seva identi¢en vzorec fragmentov, smo ju uvrstili v isti pulsotip. Ce sta se
dva seva razlikovala v 2-3 fragmentih smo, ju uvrstili v isti pulsotip vendar razli¢na
podtipa, ¢e pa sta se razlikovala v 4 ali ve¢ fragmentih, pa smo taka seva uvrstili v dva

razli¢na pulsotipa.
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4 REZULTATI

4.1 POTRDITEV TOKSINOTIPOV IN DOLOCITEV PODTIPOV SEVOV
TOKSINOTIPA III.

Za potrditev toksinotipa sevov, ki smo jih vkljucili v Studijo, smo pomnozili dva fragmenta
toksinskega lokusa PaLoc: B1 in A3. Po restrikciji pomnoZzkov PCR in gelski elektroforezi
smo s pomocjo ze znanih restrikcijskih vzorcev dolo¢ili toksinotip.

Pri vseh izbranih sevih smo potrdili toksinotip. V preglednici 7 in prilogi A je prikazano

Stevilo sevov posameznega toksinotipa, ki smo jih vkljucili v Studijo.

V nadaljevanju smo sevom toksinotipa III dolo¢ili tudi podtip, glede na restrikcijski vzorec
fragmentov PCR, B1s in B2s. Seve smo razdelili v 4 podtipe. Trije od teh so bili opisani ze
prej, in sicer Illa, I1Ib in Illc (Geri¢, 2004), pri sevu 3073 pa smo po restrikciji fragmentov
B2s in B3s dobili restrikcijski vzorec, ki prej ni bil opisan. Sevu 3073 smo tako dolocili

podtip IIId (slika 5).

IIa IIIb IIIc 11d Ilc
M H R H R H R H R H R

1.5 kh-
250 bp -
B
ITIa Ik Mz II1d lc
M H R H R H R H R H R
1.5kb-
250 bp—

Slika 5: Restrikcijski vzorci fragmentov PCR B2s (A) in B3s (B) pri posameznih podtipih toksinotipa III
bakterije C. difficile. H — HindIII, R — Rsal, M — standardna DNA-lestvica 1 kb (Biotools). S pus¢ico je

oznacen fragment, ki se pri sevu Illc ne ujema s prej opisanim vzorcem.
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Pri tipskem sevu toksinotipa Illc (sev CH6230) se vzorec, ki smo ga dobili po restrikciji
fragmenta B2s, ni ujemal s prej opisanim restrikcijskim vzorcem (Geri¢, 2004). Na sliki 5
je s pus€ico oznacen fragment, ki se ne ujema. Sev smo oznacili kot Illc-1. Vecina sevov
toksinotipa III je pripadala podtipu IIIb (n=16), en sev je pripadal tipu Illa, en sev Illc, en

sev lllc-1 in en sev I11d.

Preglednica 7: Stevilo sevov posameznega toksinotipa C. difficile, vklju¢enih v §tudijo

Toksinotip Stevilo sevov
IITa 1

IIIb 16

IIIc 1

IIc-1 1

II1d 1

\Y 10

VIII 17

4.2  OPTIMIZACUA TIPIZACIJISKIH METOD

4.2.1 Optimizacija PCR-ribotipizacije

Ker z rezultati PCR-ribotipizacije, ki smo jo izvedli po protokolu, ki so ga opisali Bidet in
sod, (1999) nismo bili zadovoljni, smo metodo najprej optimizirali. Postopek optimizacije

metode je podrobneje opisan v poglavju 3.2.4.

Na sliki 6 so prikazani rezultati PCR-ribotipizacije, ki smo jih dobili s kombiniranjem
razlicnih koncentracij Mg2+ v reakcijski meSanici in segrevanjem pomnozkov PCR pri 75
°C. Gel smo pripravili iz agaroze »Certified™ Low range ultra agarose« (Bio-Rad,
Kalifornija).

Nasi rezultati so primerljivi z objavljenimi, tako po Stevilo fragmentov, ki smo jih dobili,
kot tudi po velikosti posameznih fragmentov.

Posamezni PCR-ribotipi so kazali od 5 do 8 fragmentov, velikosti od 200 do 600 bp.
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Slika 6: Rezultati optimizacije PCR-ribotipizacije. Progi 1, 2 — [Mg*'] = 1,5 mM; proga 3 — [Mg*'] = 2,0

mM, progi 4 in 5 — [Mg*] = 1,5 mM + segrevanje pri 75 °C. M — standardna DNA-lestvica 100 bp
(Biotools).

Najbolj ostre in jasno logene fragmente smo dobili z 1,5 mM koncentracijo Mg”>™ v
reakcijski meSanici ter segrevanjem pomnozkov PCR pri 75 °C (slika 6). S kombinacijo
nizje koncentracije Mg®" brez segrevanja ali visje koncentracije Mg*™ (2,0 mM oziroma

2,25 mM) s segrevanjem pomnozkov PCR, nismo dobili lepih rezultatov (ni prikazano).

M 1 2

i 4 M 5 a6 7 8 M

9 10 11 12 M 13

14 15 16

300 by —

Slika 7: Primerjava rezultatov dveh metod PCR - ribotipizacije. Proge 1 — 8 PCR-ribotipizacija po Bidetu;

Proge 9 — 16 (isti sevi C. difficile kot na progah 1-8) PCR-ribotipizacija po Stubbsu. M — standardna DNA-
lestvica 100 bp (Biotools).
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Pri metodi, ki so jo opisali Stubbs in sod. (1999) metode verizne reakcije nismo
spreminjali, zamenjali smo samo agarozo za pripravo gela za lo¢evanje pomnozkov PCR.

Rezultati so primerljivi v obeh agarozah, vendar je agaroza Metaphor bolj zahtevna za

pripravo gela (slika 7).

4.2.2 Optimizacija pulzne gelske elektroforeze

Tudi metodo pulzne gelske elektroforeze je bilo najprej potrebno optimizirati. Blokei
pripravljeni iz agaroze LMA (Low melting point) so bili zelo obcutljivi na zunanje
drazljaje in so se zelo hitro poSkodovali, ali pa so med postopki spiranja in rezanja celo
razpadli. Za dobro locitev fragmentov po restrikciji pa je pomembno, da so blokei, ki jih
damo na gel, neposkodovani. Za pripravo blokcev smo zato uporabili enako agarozo
(Pulsed Field Certified™, Bio-Rad, Kalifornija) kot za pripravo gela. V nadaljevanju smo
znizali tudi koncentracijo suspenzije bakterij, iz katere smo pripravili blokce (iz 3 x 10°

bakterij/ml na 1 x 10’ bakterij/ml). Rezultati PFGE pred in po optimizaciji so prikazani na
sliki 8.
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Slika 8: Rezultati optimizacije pulzne gelske elektroforeze (A) pred optimizacijo metode (B) po optimizaciji.
Proge 1-5 - agaroza LMA in koncentracija bakterij 3 x 10° bakterij/ml; Proge 6-10 - agaroza »Pulsed Field
Certified™« (Bio-Rad, Kalifornija) in koncentracija bakterij 1 x 10° bakterij/ml.
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4.3 DOLOCITEV PCR-RIBOTIPA IN PULSOTIPA IZBRANIM SEVOM

Iz zbirke sevov Oddelka za raziskovalno dejavnost, Centra za Mikrobiologijo, ZZV
Maribor, smo izbrali seve toksinotipov III, V in VIII. Del sevov je bil izbran iz potekajocih
tipizacijskih $tudij, katerih osnovni namen je bil ugotoviti prisotnost PCR-ribotipa 027 ali
primerjava Cloveskih in zivalskih izolatov, del sevov pa je iz ze zakljuCenih Studij.
Vsakemu sevu smo z optimiziranima metodama dolocili PCR-ribotip in pulsotip. Za vsak

sev je podan izvor in, ¢e je znana, tudi seroloska skupina (priloga A).

4.3.1 PCR-ribotipizacija

Za dolocitev PCR-ribotipa smo uporabili metodo, ki so jo opisali Bidet in sod. (1999).

PCR-ribotip smo dolo¢ili vsem 47 sevom. Uvrstili smo jih v 13 razli¢cnih PCR-ribotipov.
PCR-ribotipe, ki so oznaceni z arabskimi Stevilkami (080, 027, 017, 047, 066, 034, 075 in
078), smo dolocili na podlagi primerjave s sevi z znanim PCR-ribotipom (v prilogi A so
znani PCR-ribotipi napisani poudarjeno). V primeru, da se vzorec fragmentov pri sevu z
neznanim PCR-ribotipom ni ujemal z nobenim od znanih, smo tak PCR-ribotip oznacili s
svojo oznako (B-1 do B-5) (slika 9 in priloga A). Dva seva smo uvrstili v istt PCR-ribotip,
&e sta imela identi¢en vzorec fragmentov. Ce se seva nista ujemala v vseh fragmentih smo
ju uvrstili v razlicna PCR-ribotipa. Razdelitev PCR-ribotipov znotraj posameznega

toksinotipa je predstavljena v preglednici 8.

Preglednica 8: Stevilo razli¢nih PCR-ribotipov znotraj posameznega toksinotipa bakterije C. difficile.

L Stevilo razli¢nih PCR- PCR-ribotipi (Stevilo sevov

Toksinotip o . .
ribotipov (Stevilo sevov) posameznega tipa)

la 1(1) 080
111b 4 (16) 027 (12), 034 (1), 075 (2), B-5(1)
IIc-1 1(1) B-1
IlIc 1(1) B-3
111d 1(1) B-2
\Y 2 (10) 066 (8), 078 (2)
VIII 3(17) 017 (11), 047 (1), B-4 (5)
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Najve¢ razlicnih PCR-ribotipov (n=8) najdemo pri sevih toksinotipa III, sledijo sevi
toksinotipa VIII (n=3) in V (n=2). Pri podtipih toksinotipa III, pa je najve¢ razli¢nih PCR-
ribotipov znotraj IIIb (n=4). Med S§tirimi razlicnimi PCR-ribotipi, ki jih najdemo znotraj
IIIb, s 75 % (12/16) prevladuje tip 027, pri toksinotipu VIII s 65 % tip 017 (11/17), pri
toksinotipu V pa vecina sevov, 80 % (8/10) spada v PCR-ribotip 066. Ta porazdelitev je

bila odvisna od izbora sevov, ki je vkljucevala veliko geografsko razli¢nih izolatov tipa

027.

M B-4 B-4 047 080 B-1 M 027 B-2 027027 B-3 M 034 075 B-5

60 by -
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Slika 9: PCR-ribotipi, ki jih najdemo pri sevih toksinotipa III (A) (z izjemo B-4 in 047, ki sta znacilna za
toksinotip VIII), toksinotipa VIII (B) in toksinotipa V (C). M — standardna DNA-lestvica 100 bp (Biotools).
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4.3.2 Pulzna gelska elektroforeza

Z metodo PFGE smo dolocili pulsotipe 46 sevom. Vzorce fragmentov smo podrobno
analizirali in jih primerjali po merilih, ki jih je objavil Tenover s sodelavci leta 1995. V isti
tip smo uvrstili seve z identi¢énim makrorestrikcijskim vzorcem. Seve, ki so se razlikovali v
2-3 fragmentih smo oznacili kot podtipe glavnega tipa in seve, ki so se razlikovali v 4 ali

vec¢ fragmentih smo uvrstili v drugi pulsotip (slika 10) (Tenover in sod., 1995).
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Slika 10: Nekateri od pulsotipov, v katere smo uvrstili izbrane seve C. difficile.

Seve smo uvrstili v 19 razli¢nih pulsotipov. Seve, ki so pripadali pulsotipu 1, pa smo
uvrstili Se v 4 podtipe (1a, 1b, 1c, 1d).

Najve¢ sevov toksinotipa IIIb je spadalo v pulsotip 1 (n=11) in podtip la (n=4)
(preglednica 9).

Sevom toksinotipa V smo dolo¢ili 3 in sevom toksinotipa VIII 6 razli¢nih pulsotipov. Pri
enem sevu toksinotipa V (233flor) pulsotipa nismo dolocali. V preglednici 9 so

predstavljeni pulsotipi in Stevilo razli¢nih pulsotipov znotraj posameznega toksinotipa.
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Preglednica 9: Stevilo razli¢nih pulsotipov znotraj posameznega toksinotipa bakterije C. difficile.
Toksinotip (S;; ‘\//lilloo r;ﬁ;fﬁ;l pulsotipov Pulsotip (Stevilo sevov posameznega tipa in podtipa)
la 1 (1) 3
IIIb 6 (16) la(4),1b(3), lc (1), 1d (3), 15 (1), 4 (1),5(1), 6 (1), 7 (1)
IIc-1 1(1) 2
IIIc 1(1) 19
IIId 1 (1) 8
\% 309 9(2),10(6),11 (1)
VIII 6(17) 12(3),13(3),14 (8), 16 (1), 17 (1), 18 (1)

*Stevilo sevov doloéenega toksinotipa.

4.4 PRIMERJAVA TOKSINOTIPIZACIJE, PCR-RIBOTIPIZACIJE IN PFGE

Tipi, ki smo jih dolo¢ili z vsemi tremi metodami, se med seboj dokaj dobro ujemajo

(preglednica 10). Seve toksinotipa III, smo s PCR-ribotipizacijo razdelili v 8, s PFGE pa v

10 razli€nih tipov (podtipi niso vSteti). Vsi sevi (razen K1710/06), ki so spadali v PCR-

ribotip 027, so imeli enak pulsotip 1.

Seve toksinotipa VIII, smo s PCR-ribotipizacijo uvrstili v 3 in s PFGE v 6 razli¢nih tipov,

seve toksinotipa V pa v 2 razlicna PCR-ribotipa in 3 razli¢ne pulsotipe.

Vecina sevov z enakim pulsotipom ima tudi enak PCR-ribotip (preglednica 10 in priloga

A).

Preglednica 10: Primerjava toksinotipizacije, PCR-ribotipizacije in PFGE

Toksinotip PCR-ribotip Pulsotip
080 3
027 1 (la-1d), 4
034 5
075 6,7
i B-5 15
B-3 19
B-1 2
B-2 8
017 14, 16, 13, 18
VIII B-4 12,17, 14
047 13
066 9,10
v 078 11
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4.5 AKTUALNI STUDIJI

Obe metodi smo uporabili tudi za dolocitev PCR-ribotipa in pulsotipa v dveh Studijah. V
okviru S$tudije humanih klini¢nih izolatov (Goettingen, Nemcija), katere namen je bil
dolo¢iti prevalenco variantnih sevov C. difficile izoliranih iz blata bolnikov iz razli¢nih
bolni$nic v Goettingenu, smo z metodo PCR-ribotipizacije Zeleli ugotovit ali kateri od treh
sevov toksinotipa III (3248/03, 3232/03 in 3012/03), pripada PCR-ribotipu 027. PCR-
ribotip 027 smo pokazali pri dveh sevih (3248/03 (IIIb) in 3232/03 (IlIb)), ki sta bila
izolirana iz istega bolnika, tretji sev (3012/03 (Illc)) pa je pripadal tipu B-3. Pozneje smo
oba seva tipa 027, uvrstili tudi v isti pulsotip 1a, tretji sev tipa B-3 pa v pulsotip 19.

Rezultati toksinotipizacije in PCR-ribotipizacije so bili v obliki posterja predstavljeni na
drugem mednarodnem kongresu o bakteriji C. difficile, ki je potekal od 6 do 9 junija v

Mariboru, Slovenija (2nd ICDS, Maribor, Slovenia) (Zimmermann in sod., 2007).

V drugi $tudiji smo Sestim izolatom toksinotipa V, ki so bili izolirani iz blata novorojenih

ey
PROREY

oo

PRVRES

11).
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RT605 SESE] CDO2 CDé2
Pulsotip 11 9 1] 10

Slika 11: Trije razli¢ni pulsotipi 11, 9 in 10, ki jih najdemo pri sevih toksinotipa V bakterije C. difficile.
CD62 (V/066) in CD92 (V/066)-prasicja izolata, SE881 (V/066) in R7605 (V/078)- ¢loveska izolata.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo primerjali dve molekularni metodi, PCR-ribotipizacijo in pulzno
gelsko elektroforezo, ki sta trenutno najbolj razsirjeni metodi za tipizacijo bakterije C.
difficile. PCR-ribotipizacija je metoda, ki razdeli izolate v razliéne skupine na osnovi
polimorfizma intergenske regije med genoma za 16S rRNA in in 23S rRNA (Bidet in sod.,
1999; Stubbs in sod., 1999), pulzna gelska elektroforeza pa razdeli izolate na razli¢ne
skupine na osnovi razlicnih vzorcev, ki jith dobimo z restrikcijsko analizo bakterijskega

genoma.

Ker z rezultati PCR-ribotipizacije, ki smo jo izvedli po protokolu, ki so ga opisali Bidet in
sod, (1999) nismo bili zadovoljni, smo metodo najprej optimizirali. Optimizacije smo se
lotili korak za korakom.

Ker je bila agaroza »Metaphor« (FMC, Bioproducts), ki smo jo najprej uporabili za
lo¢evanje pomnozkov PCR, zelo obcutljiva na majhne spremembe pri pripravi gela smo
uporabili drugo agarozo. Z agarozo »Certified™ low range ultra agarose« (Bio-Rad,
Kalifornija), ki je prav tako kot agaroza »Metaphor«, primerna za locevanje kratkih
fragmentov DNA, smo dobili dobro lo¢ene fragmente. Ker pa fragmenti Se vedno niso bili
dovolj ostri in se v nekaterih primerih ni dalo razbrati ali gre za en, dva ali celo vec
fragmentov, smo se odlocili, da poskusimo s spremembo metode PCR. Spreminjali smo
koncentracijo Mg®" v kombinacij s segrevanjem pomnozkov PCR pri 75 °C. Najboljsa
kombinacija je bila uporaba osnovnega protokola (brez dodajanja Mg”") s segrevanjem
pomnozkov PCR pri 75 °C.

S tako optimizirano metodo smo v nadaljevanju lahko dolocili PCR-ribotipe izbranim
sevom.

Pri metodi, ki so jo opisali Stubbs in sod. (1999) smo zaradi laZje priprave spremenili samo
agarozo za pripravo gela. Slabost na katero smo naleteli pri Stubbs-ovi metodi pa je, da je
v€asih potrebno PCR, zaradi neuspeSnega pomnoZzevanja in/ali razgradnje pomnozkov

PCR, ponoviti. Pri Bidet-ovi metodi na taksne tezave nismo naleteli.
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Pri manjSem Stevilu sevov smo za doloCitev PCR-ribotipa uporabili obe metodi. Z obema
metodama smo pri sevih z istim PCR-ribotipom dobili isti vzorec fragmentov. Razlike so
bile samo v velikosti posameznih fragmentov, saj Bidet in sod. za pomnoZevanje
medgenskega prostora uporabijo zacetne oligonukleotide, ki prilegajo blizje medgenskemu
prostoru, kot zacetni oligonukleotidi, ki ji uporabijo Stubbs in sod. (Bidet in sod., 1999;
Stubbs in sod., 1999). Ali so samo razli¢ne velikosti posameznih fragmentov edina razlika

med obema metodama ne moremo trditi, saj smo testirali premalo Stevilo sevov.

Pri optimizaciji metode PFGE smo najprej zamenjali agarozo iz katere smo pripravljali
agarozne blokce, v katerih je potekala izolacija genomske DNA. Za pripravo blokcev smo
uporabili enako agarozo, kot za pripravo gela za locevanje makrorestrikcijskih fragmentov.
Tako pripravljeni blokci so bili veliko bolj trpezni in se niso tako hitro poskodovali.
ZmanjSali smo tudi koncentracijo suspenzije bakterij za pripravo blokcev. Ker so nekateri
restrikcijski fragmenti, po locitvi s pulzno gelsko elektroforezo zelo blizu skupaj, je bilo v
dolo¢enih primerih, zaradi prevelike koli¢ine DNA, tezko razbrati ali gre za en ali dva

fragmenta. Z znizanjem koncentracije bakterij smo dobili ostre in jasno lo¢ene fragmente.

V prvih nekaj poskusih smo v prvo in zadnjo vdolbinico vnesli tudi standardno DNA-
lestvico, 24-300 kb (MidRange Marker II, BioLabs, New England). Ker pa se fragmenti
DNA niso lepo lo¢ili, je v nadaljnjih poskusih nismo ve¢ uporabili. Zaradi tega je bila tudi
interpretacija rezultatov tezavnejSa in manj =zanesljiva. Pri sevih, ki so po
makrorestrikcijski analizi kazali zelo podoben vzorec fragmentov, na dveh razli¢nih gelih,
smo morali analizo ponoviti in take vzorce primerjati na istem gelu. Na tak na¢in smo

preverili ali so vzorci enaki ali pa pripadajo kateremu od podtipov.

Po optimizaciji obeh metod smo izbranim sevom dolocili PCR-ribotipe in pulsotipe. Sevi,
ki smo jih vkljucili v raziskavo, pripadajo toksinotipom III, V in VIII. Ti so po zadnji
Studiji, ki je potekala v Evropi, z namenom dolo€iti trenutno prevalenco epidemic¢nega seva
027, dolo¢iti incidenco CDAD pri hospitaliziranih bolnikih in pridobiti pregled o
fenotipskih in genotipskih lastnostih izolatov iz razli¢nih bolniSnic in drzav, najpogostejsi
variantni sevi, izolirani iz blata bolnikov (Barbut in sod., 2007). Sevi toksinotipa V pa so

tudi najpogosteje izolirani variantni sevi iz blata novorojenih prasickov (Keel, 2007). Za
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seve toksinotipa V in III je znacilno, da delajo oba toksina (TcdA in TcdB) ter binarni
toksin CDT, sevi toksinotipa VIII pa delajo samo TcdB in ne tudi TcdA in CDT (Rupnik,
2007c¢).

Seve toksinotipa III, ki smo jih vkljucili v raziskavo, smo na podlagi variacij v fragmentih
B2s in B3s razdelili na podtipe Illa, IIIb, Illc in IIId. Trije podtipi so bili opisani ze prej
(Geric, 2004), tip I11d pa smo dolocili v tem delu pri sevu 3073.

Seve doloc¢enega toksinotipa pa lahko nadalje razlikujemo tudi z metodo PCR-
ribotipizacije in pulzne gelske elektroforeze (Rupnik in sod., 2001, McDonald in sod.,
2005).

Da se rezultati obeh metod (PCR-ribotipizacije in toksinotipizacije) zelo dobro ujemajo, je
bilo pokazano ze prej. Za seve toksinotipa III so znacilni PCR-ribotipi 027, 080, 035 in
075, za seve toksinotipa VIII so znacilni PCR-ribotipi 017, 047 in 110 ter za seve
toksinotipa V PCR-ribotipa 078 in 066 (Rupnik in sod., 2001). V iste PCR-ribotipe in Se
pet novih (B-1 do B-5) smo uvrstili tudi izbrane seve. Pri sevih toksinotipa VIII nismo
nasli tipa tipa 110.

Izbrane seve toksinotipa III smo z metodo PCR-ribotipizacije razdelili na 8 razlicnih PCR-
ribotipov, seve toksinotipa VIII na 3 in seve toksinotipa V na 2 razlicna PCR-ribotipa.
PCR-ribotipi, ki smo jih nasli pri dolo¢enem toksinotipu, nismo nasli pri drugih dveh in
obratno. Tudi pri podtipih toksinotipa III se PCR-ribotipi znotraj enega podtipa niso
pojavljali pri ostalih.

V redkih primerih pa lahko isti PCR-ribotip najdemo pri dveh razli¢nih toksinotipih.
Primer je PCR-ribotip 066, ki ga najdemo pri sevih toksinotipov V in VI in tip 063, ki ga
najdemo pri sevih toksinotipov VI, VII in IV (Rupnik in sod., 2001). Ker toksinotipe V, VI
in VII med sabo lo¢imo na podlagi minimalnih razlik v regiji Paloc, predvidevajo, da naj
bi se sevi toksinotipov V, VI in VII razvili iz skupnega prednika. Ker s toksinotipizacijo
razdelimo seve v razli¢ne skupine na podlagi razlik v toksinskih genih (Rupnik in sod.,
1997), s PCR-ribotipizacijo pa na podlagi polimorfizma medgenskega prostora med
genoma za 16S in 23S rRNA (Cartwright in sod,, 1995), lahko razlozimo pojavljanje istih

PCR-ribotipov pri razli¢nih toksinotipih s hitrejSo evolucijo, v tem primeru toksinskih
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genov ali s horizontalnim prenosom toksinskih genov med razli¢nimi sevi (Rupnik in sod.,

2001).

Z metodo pulzne gelske elektroforeze smo seve toksinotipa III razdelili na 10, seve
toksinotipa VIII na 6 in seve toksinotipa V na 3 razli¢ne pulsotipe. Pulsotipi, ki smo jih
nasli znotraj doloCenega toksinotipa, niso bili prisotni pri drugih. Prav tako smo nasli pri

podtipih toksinotipa III, pulsotipe znacilne samo za dolo€en podtip.

Metoda PFGE je bolj diskriminatorna kot PCR-ribotipizacija. Seve tipa 027 smo s PFGE
razdelili na dva vecja pulsotipa, 1 in 4 ter znotraj tipa 1 Se na 4 podtipe (1a do 1d). Pri
sevih toksinotipa VIII so sevi PCR-ribotipa 017 spadali v S§tiri razlicne pulsotipe in sevi
tipa B-4 v tri razli¢ne pulsotipe. Vecina sevov z enakim pulsotipom je imela tudi enak

PCR-ribotip.

O dobrem ujemanju med obema metodama porocajo tudi Spigaglia in sod. (2001), od 92
testiranih izolatov, so se rezultati PCR-ribotipizacije in PFGE ujemali pri 77 (84 %). Do
podobnih rezultatov pa so prisli tudi Bidet in sod. (2000). Od 99 testiranih izolatov, se

samo v Sestih primerih rezultati PCR-ribotipizacije in PFGE niso ujemali.

Tako z metodo PCR-ribotipizacije kot PFGE smo dva seva toksinotipa III, izolirana iz
istega bolnika uvrstili v isti tip. Pri Sestih izolatih iz novorojenih prasickov in dveh
nesorodnih sevih, izoliranih iz ¢loveka, smo z metodo PCR-ribotipizacije dolo€ili enak

ey

¢loveskimi izolati.

Da ima metoda pulzne gelske elektroforeze ve¢jo moc¢ razlikovanja kot PCR-ribotipizacija,
je bilo pokazano v Stevilnih objavah (Bidet in sod., 2000; Spigaglia in sod., 2001; Kato in
sod., 2001). Tudi v zadnji $tudiji, v kateri so primerjali 7 razli¢nih metod za tipizacijo
bakterije C difficile (MLVA, slpA-tipizacija, PFGE, AFLP, REA, PCR-ribotipizacija in
MLST), so prisli do enakih zaklju¢kov. PFGE ima v primerjavi s PCR-ribotipizacijo vecjo
moc¢ razlikovanja, vendar manjSo v primerjavi z MLVA, REA in slpA-tipizacijo (Killgore

in sod, 2007).
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Odstotek sevov, ki smo jih z eno ali drugo metodo lahko tipizirali je bil 100 %. Stevilni
avtorji so porocali, da se nekaterih sevov bakterije C. difficile, zaradi konstantne razgradnje
DNA, ni dalo tipizirati. Najveckrat je Slo za seve, ki pripadajo seroloski skupini G in PCR-
ribotipu 001 (van Dijck in sod., 1996; Rupnik in sod., 1998; Spigagli in sod., 2001; Kato in
sod., 2001; Bidet in sod., 2000). Z razvojem novih protokolov pa so lahko tipizirali tudi te
seve (Gal in sod., 2005; Corkill in sod., 2000). S PCR-ribotipizacijo pa so v vseh do sedaj
objavljenih raziskavah uspesno tipizirali vse seve, ki so jih vkljucili v raziskavo (Bidet in

sod., 1999; 2000; Stubbs in sod., 1999; Spigaglia in sod., 2001; Kato in sod., 2001).

Kljub ve¢ji moci razlikovanja, ki jo ima PFGE, pa je za tipizacijo bakterije C. difficile
manj primerna. Za pravocasno ukrepanje v primeru epidemije potrebujemo kvalitetne
tipizacijske metode, ki lahko hitro in zanesljivo razlikujejo med sorodnimi in nesorodnimi
bakterijskimi izolati (van Belkum in sod., 2007). PFGE pa je metoda, ki je casovno
zamudna, saj je Cas, potreben za tipizacijo najmanj 5 dni.

Zato je PCR-ribotipizacija, kljub nekoliko slabSi moci razlikovanja, boljSa izbira za
tipizacijo bakterije C. difficile. Cas, potreben za tipizacijo je krajsi, prav tako pa ni tezav z
neuspesnostjo pri tipizaciji izolatov dolo¢enih skupin ali tipov. Prednost PCR-ribotipizacije

je tudi niZja cena, predvsem kar se ti¢e opreme, potrebne za izvedbo metode.

Nekateri avtorji poroCajo o tezavnejsi interpretaciji rezultatov PCR-ribotipizacije, zaradi
majhnih razlik v velikosti fragmentov, in slabsi locitvi le teh z gelsko elektroforezo ter
nestabilnosti posameznih fragmentov (Bidet in sod., 1999). V naSem primeru pa zaradi
manjSega vzorca izbranih sevov z znanim toksinotipom in pri nekaterih sevih tudi znanim
PCR-ribotipom, ki smo jih lahko primerjali na istem gelu interpretacija rezultatov ni bila
zahtevna. Interpretacija rezultatov PFGE pa je bila predvsem dolgotrajna, saj smo zaradi
rocne primerjave vzorcev makrorestrikcijskih fragmentov, brez dodane standardne DNA-
lestvice morali seve, ki so na dveh razli¢nih gelih kazali podoben vzorec fragmentov Se

enkrat primerjati na istem gelu, za kar smo pa porabili Se dva do tri dodatne dni.

PCR-ribotipizacija in PFGE sta trenutno najbolj razsirjeni metodi za tipizacijo bakterije C.
difficile. Obe metodi imata dobro ponovljivost rezultatov (Bidet in sod., 2000), slabost

obeh pa je, da je rezultate tezko primerjati med laboratoriji. PCR-ribotipizacijo uprabljajo
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predvsem v evropskih drzavah, v referen¢nem laboratoriju za PCR-ribotipizacijo bakterije
C. difficile, Anaerobe Reference Laboratory, Univesity of Wales, Cardiff, Velika Britanija,
uporabljajo metodo, ki so jo opisali Stubbs in sod. (1999). Trenutno je tam zbranih Ze ve¢
kot 200 razli¢nih PCR-ribotipov (Kuijper in sod., 2006; Stubbs in sod., 1999). Metodo
pulzne gelske elektroforeze pa uporabljajo predvsem v Kanadi in ZDA (Kuijper in sod.,
2006). Metode z boljSo mocjo razlikovanja, kot so slpA, REA, MLVA in druge metode, ki
temeljijo predvsem na analizi nukleotidnega zaporedja, pa so se, z izjemo REA, Sele zacele

razvijati.

Vsekakor pa sta, glede na trenutno stanje v Sloveniji, PCR-ribotipizacija in pulzna gelska
elektroforeza, metodi z dovolj veliko diskriminatorno mocjo, s katerima bo mozno slediti
izbruhom in pravocasno odkriti pojav hipervirulentnega seva (BI/NAP1/027), ki je

trenutno povezan s povzrocanjem epidemij v Stevilnih drzavah po svetu, tudi pri nas.

5.2 SKLEPI

Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo:

- Obe metodi, PCR-ribotipizacija in PFGE, sta primerni za tipizacijo bakterije C.
difficile.

- PCR-ribotipizacija ima niZjo mo¢€ razlikovanja kot pulzna gelska elektroforeza.

- Interpretacija rezultatov PCR-ribotipizacije ni zahtevna, ¢e vzorce fragmentov
razli¢nih sevov primerjamo na istem gelu.

- Pulzna gelska elektroforeza, je kljub boljsi moci razlikovanja, manj primerna za
tipizacijo bakterije C. difficile, saj je ¢asovno zamudna in delovno zahtevnejsa kot
PCR-ribotipizacija.

- Rezultati, ki jih dobimo z metodami toksinotipizacije, PCR-ribotipizacije in pulzne

gelske elektroforeze se med seboj dobro ujemajo.
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6 POVZETEK

Bakterija Clostridium difficile je najpogostejsi povzrocitelj bolni$ni¢nih ¢revesnih infekcij.
Povzroca od 10 do 25 % vseh primerov postantibioticnih drisk in ve¢ kot 95 % primerov
psevdomembranoznega kolitisa. V zadnjih letih narasca tudi Stevilo izvenbolni$ni¢nih
okuzb in okuzb v populaciji z nizkim tveganjem (mladi, brez predhodne antibioti¢ne
terapije), prav tako pa je vse veC primerov okuzb pri Zivalih. Te spremembe so lahko
deloma posledica Sirjenja novega hipervirulentnega seva bakterije C. difficile

BI/NAP1/027, drugac¢nega selekcijskega pritiska ali pojava novega rezervoarja.

Zaradi opisane epidemiologije je pomembno ugotavljanje istovetnosti sevov z razli¢nimi
tipizacijskimi metodami. Tako lahko potrdimo izbruhe, pot in pa vir Sirjenja okuzbe. Za
tipizacijo C. difficile, razli¢ni laboratoriji po svetu uporabljajo razlicne metode. Vecina teh
metod temelji na genotipskih znacilnostih, le serotipizacija, ki je danes samo Se deloma v
uporabi, temelji na razlikovanju med razlicnimi izolati bakterije C. difficile, na osnovi
razlik v povrSinskih antigenih. Najbolj razsirjene tipizacijske metode so: pulzna gelska

elektroforeza (PFGE), PCR-ribotipizacija in analiza restrikcijskih fragmentov (REA).

V diplomski nalogi smo primerjali dve tipizacijski metodi, PFGE in PCR-ribotipizacijo.
Obe metodi smo najprej optimizirali in nato z njima dolo€ili tipe izbranim sevom
toksinotipov III (n=20), V (n=10) in VIII (n=17), to so tudi najpogosteje izolirani variantni
sevi iz blata bolnikov s CDAD (Barbut in sod., 2007). Z metodo toksinotipizacije smo
najprej potrdili toksinotipe izbranih sevov, sevom toksinotipa III, pa smo dolo¢ili tudi
podtip (IIla, ITIb, IIIc in II1d). Podtipi IlIa, IIIb in Ic so bili opisani ze prej (Geric, 2004),
podtip IIId pa smo pri sevu 3073 prvic¢ opisali v tem delu.

Pulzna gelska elektroforeza ima ve¢jo moc¢ razlikovanja med nesorodnimi bakterijskimi
izolati, saj smo s PFGE seve razdelili v 19 razli¢nih tipov, s PCR-ribotipizacijo pa v 13
razli¢nih tipov. Najvecjo variabilnost vidimo pri toksinotipu III, ki ga s PCR-ribotipizacijo

razdelimo na 8, s PFGE pa na 10 razli¢nih tipov. Seve toksinotipa VIII smo s PCR-
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ribotipizacijo razdelili na 3 in s PFGE na 6 razli¢nih tipov, seve toksinotipa V pa na dva

razli¢na PCR-ribotipa in 3 razli¢ne pulsotipe.

Obe metodi smo uporabili tudi za doloc¢itev PCR-ribotipa in pulsotipa v dveh Studijah. V
okviru Studije humanih klini¢nih izolatov (Goettingen, Nemcija), smo z metodo PCR-
ribotipizacije pokazali, da dva seva toksinotipa III, ki sta bila izolirana iz istega bolnika,

spadata v tip 027, tretji sev pa v tip B-3.

V drugi $tudiji smo Sestim izolatom toksinotipa V, ki so bili izolirani iz blata novorojenih

ey
evee
ey oo

PRV

kot ¢loveskim.

Ugotovili smo, da sta obe metodi primerni za tipizacijo bakterije C. difficile, da ima pulzna
gelska elektroforeza ve¢jo mo¢ razlikovanja med nesorodnimi izolati, vendar je cCas, ki je
potreben, da pridemo do rezultatov veliko daljsi, kot v primeru PCR-ribotipizacije.
Rezultati, ki jih dobimo z obema metodama, pa se med seboj zelo dobro ujemajo, kar so ze

prej pokazali Stevilni avtorji (Bidet in sod., 2000; Spigaglia in sod., 2001 ).
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Priloga A: Pregled sevov bakterije C. difficile, vklju¢enih v $tudijo.

Sev Toksinotip Ribotip Pulsotip Serolqska Izvor
skupina

SE844 IIla 080 3 Al Bruselj, Belgija
R12078 111b 027 la NZ ARU (orig. Francija)
K1710/06 11Ib 027 4 NZ Svica, Basel
AT22 IIIb 027 1b NZ Svica, Basel
AT26 1IIb 027 1b NZ Svica, Basel
AT96 1Ib 027 Ic NZ Svica, Basel
A420/R5 1IIb 027 1b NZ Duncan, Kanada
M42/R5 IIIb 027 1d NZ Duncan, Kanada
M242 11Ib 027 la NZ Irska
V22/06 111b 027 1d NZ Irska
Cl 11Ib 027 1d NZ Irska
1S81/34 11Ib 034 5 NZ ARU, Cardiff, VB
1S93/75 111b 075 6 NZ ARU, Cardiff, VB
CH6186 111b 075 7 NZ Chicago
0G45 11Ib B-5 15 NZ Japonska
3232/03 1IIb 027 la NZ Nemcija, Goettingen
3248/03 111b 027 la NZ Nemcija, Goettingen
3012/06 Illc B-3 19 NZ Nemcija, Goettingen
CH6230 -1 B-1 2 NZ Chicago
3073 111d B-2 8 NZ Nemcija, Goettingen
20135 VIII 017 14 F Bruselj, Belgija
11731 VIII 017 14 F Bruselj, Belgija
1470 VIII 017 14 F (tipski) | Bruselj, Belgija
20174 VIII 017 14 F Bruselj, Belgija
8181 VIII 017 14 F Bruselj, Belgija
6292 VIII 017 14 F Bruselj, Belgija
2494/06 VIII 017 14 NZ Nemcija, Goettingen
3013/06 VIII 017 16 NZ Nemcija, Goettingen
6476/06 Vil B-4 17 NZ Nemcija, Goettingen
J9916 VIII 017 13 NZ Japonska
GAI195601 VIII 017 13 NZ Japonska
0G57 Vil 017 18 NZ Japonska
R10541 VIII 047 13 NZ ARU, Cardiff, VB
GAI195606 VIII B-4 14 NZ Japonska
6971 VIII B-4 12 X Bruselj, Belgija
13142 VIII B-4 12 X Bruselj, Belgija
18736 VIII B-4 12 X Bruselj, Belgija
SE866 \Y 066 9 NZ Bruselj, Belgija
SE881 \Y 066 9 NZ Bruselj, Belgija
CD56 \Y 066 10 NZ Farma 1, SLO
CDs8 \Y 066 10 NZ Farma 1, SLO
CD62 \Y 066 10 NZ Farma 1, SLO
CD66 A\ 066 10 NZ Farma 2, SLO
CD83 \Y 066 10 NZ Farma 2, SLO
CD92 \Y 066 10 NZ Farma 2, SLO
R7605 \Y 078 11 NZ NZ
233flor \Y 078 ND NZ Kuvajt

NZ-ni znan

DN-ni dolo¢en




