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Al Clostridium difficile je eden pomembnejsih povzroditeljev bolnisni¢nih ¢revesnih okuzb pri ljudeh.
Zadnjih deset let bolezen postaja resnej$a, Stevilo okuzb s C. difficile narasta in bolezen se vse pogosteje
pojavlja tudi v izvenbolni$ni¢nem okolju. Za spremembe v epidemiologiji je ve¢ moznih vzrokov: selekcijski
pritisk v okolju, pojav novih tipov v okolju in prenos patogenega mikroorganizma iz/v dolocene rezervoarje.
Zaradi slednjega smo v diplomskem delu preuéili pogostnost in tipe C. difficile pri domag¢ih Zivalih (govedu
in perutnini) in v manjSem obsegu Se pri nekaterih domacih pticah in hisnih ljubljenckih v Podravski regiji ter
jih primerjali s tipi najdenimi pri ljudeh. S primerjavo neposredne in bogatitvene gojitvene metode ter
primerjavo dveh komercialnih dodatkov z D-cikloserinom in cefoksitinom (CC) in norfloksacinom,
moksalaktamom in cistein hidrokloridom (CDMN), smo najprej optimizirali metodo osamitve C. difficile. Na
manjsi podskupini zivalskih vzorcev smo dolocili tudi obcutljivost komercialnega toksinskega ELISA-testa
VIDAS CDAB. Nasi rezultati so pokazali, da je z bogatitvijo vzorca v bogatitvenem gojisc¢u s cikloserinom
in cefoksitinom delez osamitve v primerjavi z bogatitvijo v bogatitvenem gojis¢u s CDMN in direktno
gojitveno metodo visji. Obcutljivost testa VIDAS CDAB pri Zivalskih vzorcih je nizka. C. difficile smo v
visokem delezu iz vzorcev blata mladih zivali: pis€ancev (6,7 % - 100 %), psickov (50-75 %) in telickov
(11,9 %). C. difficile smo osamili tudi iz blata starejsih kokosi, jerebic, vran, gosk in odraslih psov ter mack.
Med izolati so prevladovali izolati toksinotipa 0, delez variantnih toksinotipov je bil nizek. Skupno smo
dolocili 17 PCR ribotipov. Pokazali smo, da se pri zivalih in ljudeh pojavljajo isti tipi, kar kaze, da so zivali
lahko rezervoar C. difficile za ljudi.
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AB  Clostridium difficile is considered as one of the most important causes of health care- associated
infections. In recent years the incidence, severity and number of community-acquired cases seem to be
increasing. Changes in the epidemiology could be a consequence of changed selection pressure in the
environment, the emergence of new types of organism and possible interspecies transmission from novel
reservoirs. The aim of this work was therefore to determine the occurrence of Clostridium difficile in
domestic animals (calves, poultry and other avian species) and household pets in Podravje region in Slovenia.
Firstly, direct culture and enrichment method were compared for efficacy in the isolation of Clostridium
difficile from animal samples. In enrichment step supplements containing cycloserine and cefoxitin (CC) and
cysteine hydrochloride, norfloxacin and moxalactam (CDMN) were compared. On a small number of animal
samples sensitivity of commercial toxin ELISA test VIDAS CDAB was evaluated. Our results show that
enrichment with CC is superior to CDMN and to direct culture method. Sensitivity of the VIDAS CDAB test
on animal samples is low. C. difficile was mainly found in young animals: chickens (6, 7 % - 100 %), dogs
(50-75 %) and calves (11,9 %). C. difficile was also isolated also from faeces of older chickens, partridges,
crow, geese and dogs and cats. The majority of isolates were toxinotype 0, the proportion of variant isolates
was low. Altogether we have determined 17 different PCR ribotypes. We showed that an overlap between
types found in both, humans and animals, is considerable. Our results suggest that animal reservoirs are
possible source for C. difficile infection.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ADP glukoza adenozin difosfat glukoza

AFLP polimorfizem dolzin pomnoZenih fragmentov (angl. Amplified fragment
lenght polymorphism)
AP-PCR verizna reakcija s polimerazo s poljubnim zacetnim oligonukleotidom

(angl. Arbitrarily primed polymerase chain reaction)

bp bazni par

BSA goveji serumski albumin (angl. Bovine serum albumin)

CC komercialni dodatek, ki vsebuje D-cikloserin in cefoksitin

CDA bogatitveno gojisc¢e za gojenje Clostridium difficile (angl. C. difficile agar
base)

CDI spekter bolezni, ki jih lahko pripisemo bakteriji C. difficile (angl.
Clostridium difficile infection)

CDMN komercialni dodatek, ki vsebuje cistein hidroklorid, norfloksacin in
moksalaktam

CDT binarni toksin, ki ga izdeluje Clostridium difficile

CLO komercialno selektivno trdno gojis¢e za osamitev C. difficile (angl. C.
difficile agar)

CROPs homologne regije, ki jih najdemo na C-terminalnih koncih toksinov A in B

(angl. Combined repetitive oligopeptides)

ddH,0O bidestilirana voda

DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic acid)

GDH encim glutamat dehidrogenaza

ISR medgenski prostor (angl. Intergenic spacer region)

kbp kilo bazni par

LCT veliki klostridijski toksini (angl. Large clostridial toxins)

MIC minimalna inhibitorna koncentracija

MLST vecgenska sekvencna tipizacija (angl. Multilocus sequence typing)

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

Paloc toksinski lokus (angl. Pathogenicity locus)

PCR verizna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase chain reaction)

PFGE pulzna gelska elektroforeza (angl. Pulsed field gel electrophoreis)

PMC psevdomembranozni kolitis (angl. Pseudomembranous colitis)

Ras poddruzina majhnih GTP-az

REA polimorfizem restrikcijskih fragmentov celotne DNA (angl. Restriction

endonuclease analysis)
Rho poddruzina majhnih GTP-az
SDS-PAGE  denaturacijska poliakrilamidna gelska elektroforeza
UDP glukoza uracil difosfat glukoza
A% Volt
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1 UVOD

Clostridium difficile je pomemben povzrocitelj érevesnih bolezni pri ljudeh in Zivalih. C.
difficile se ob porusenju normalne ¢revesne flore prekomerno namnozi in toksini, ki jih
bakterija proizvaja, povzrocijo nastanek bolezni. Tako pri ljudeh kot pri zivalih bakterija
povzroca Sirok spekter bolezni, od asimptomati¢ne okuzbe do poantibioti¢ne driske,
enterokolitisa ter pseudomembranoznega kolitisa. Bolezen se lahko konca tudi s smrtjo.

Pri zivalih je C. difficile dobro poznan kot patogen mikroorganizem pri konjih, povezujejo
ga z driskami mladih teli¢kov, psov in mack ter enteritisom mladih praSickov, kjer
povzroca velike ekonomske izgube. Bakterijo so osamili tudi iz blata perutnine, vendar ni
znano ali so bile Zivali bolne.

Prisotnost C. difficile pri Zivalih kaze tudi na moznost, da so zivali eden od novih moznih
rezervoarjev za okuzbo ¢loveka. Zato je pomembno, da poznamo pogostnost in genotipe
pri zivalih v dolo¢enem geografskem okolju. Za Slovenijo imamo do sedaj podatke o
Tipe C. difficile lahko dolo¢amo s $tevilnimi fenotipskimi in genotipskimi tipizacijskimi
metodami. Najbolj razSirjene metode za genotipizacijo C. difficile so: pulzna gelska
elektroforeza (PFGE; angl. Pulsed field gel electrophoreis), PCR-ribotipizacija in analiza
restrikcijskih fragmentov (REA; angl. Restriction endonuclease analysis). Za razlikovanje
tipov lahko uporabimo tudi metodo toksinotipizacije.

Z zivalmi so pogosto povezani variantni sevi C. difficile, ki imajo spremembe v genih za
toksin A (TcdA) in toksin B (TcdB) ter proizvajajo tretji toksin, imenovan binarni toksin
(CDT). Predstavljajo 20 % do 100 % vseh zivalskih izolatov. Najbolj zastopan pri konjih,
telickih in prasickih je toksinotip V (PCR-ribotip 066 ali 078). Raznolikost PCR-ribotipov
zivalskih izolatov je v primerjavi s ¢loveskimi manjSa. S PCR-ribotipizacijo so ugotovili,
da so nekateri PCR-ribotipi ¢loveskih izolatov enaki PCR-ribotipom zivalskih izolatov.
Med njimi sta tudi PCR-ribotipa 017 in 027, ki sta pri ljudeh v zadnjih desetih letih

povezana z resnimi izbruhi bolezni.
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1.1 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

Namen diplomske naloge je bil optimizirati gojitveno metodo za osamitev bakterije C.
difficile iz blata Zzivali, ugotoviti pogostnost bakterije C. difficile pri telickih, domaci
perjadi ter psih in mackah v Sloveniji (Podravska regija), s tipizacijskima metodama PCR-
ribotipizacije in toksinotipizacije ugotovili raznolikost tipov pri zZivalih in primerjati te tipe
s tipi iz zbirke sevov Oddelka za raziskovalno dejavnost, Zavoda za zdravstveno varstvo

Maribor.

Delovna hipoteza predvideva, da:
- je delez koloniziranih telickov, perutnine in ostale domace perjadi, mack ter psov v
Sloveniji primerljiv z Ze objavljenimi podatki iz drugih drzav
- se gojisca z razlicnimi selektivnimi antibotiki (dodatkom, ki vsebuje norfloksacin,
moksalaktam in cistein hidroklorid (CDMN) ali dodatkom, ki vsebuje D-cikloserin
in cefoksitin(CC)) razlikujejo glede na uspesnost osamitve
- na posamezni farmi prevladuje en genotip C. difficile

- so nekateri genotipi C. difficile zivalskega izvora identi¢ni tistim ¢loveskega izvora
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKTERIJA Clostridium difficile

2.1.1 Mikrob

C. difficile je obligatno anaerobna, palicasta, gibljiva, sporogena in po Gramu pozitivna
bakterija. Ovalne endospore lezijo subterminalno (Hatheway, 1990). Peritriha obikanost
celici, veliki 0,5 X 3-6 um, omogoca gibanje. Pri nekaterih sevih lahko opazimo, da se dve
do Sest celic s konci stikajo. Genom C. difficile je velik priblizno 4,4 Mb, odvisno od seva

(Sebaihia in sod., 2006), in vsebuje nizki delez gvanina in citozina (Baverud, 2002).

Kolonije so na krvnem agarju sivkaste do belkaste, plos¢ate ali rahlo konveksne, okrogle
ali rizoidne z motno do svetleco povrsino. Znacilen vonj kulture spominja na vonj konjskih
iztrebkov. Optimalna temperatura za in vitro rast je med 30 °C in 37 °C. Po 48 do 72 urah

inkubacije v primernih pogojih vecina celic tvori spore (Baverud, 2002).

2.1.2 Zgodovinski pregled

Bakterijo C. difficile sta prva opisala avtorja Hall in O Toole Ze leta 1935 kot del normalne
¢revesne mikrobne flore novorojenckov. Zaradi zahtevne osamitve in preucevanja sta ga
poimenovala Bacillus difficilis (Hall in O'Toole, 1935, cit. po Lyerly in sod., 1988). Ker je
organizem po Gramu pozitivna anaerobna sporulirajoca palcka, so ga kasneje uvrstili v
bakterijski rod Clostridium (Baverud, 2002). Zaradi sposobnosti dolo¢enih sevov, da
proizvajajo toksine so predpostavili, da so ucinki te bakterije na ¢loveka v doloCenih
pogojih lahko tudi patogeni (Hall in O Toole, 1935, cit. po Lyerly in sod., 1988).

Leta 1974 so potekale tri neodvisne raziskave, ki so bile klju¢ne za razumevanje vlioge C.
difficile pri ljudeh. V eni od teh raziskav so Green in sodelavci v ¢revesju morskega
prasicka zdravljenega s penicilinom nasli citotoksin (Green, 1974, cit. po Brazier, 1998).
Tadesco in sodelavcei so v tem ¢asu ugotovili, da antibioticno zdravljenje s klindamicinom
pri ljudeh lahko vodi v razvoj pseudomembranoznega kolitisa (Tadesco in sod., 1974 cit.

po Brazier, 1998). IstoCasno je Hafiz s sodelavci preuceval C. difficile in njegovo
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toksi¢nost (Hafiz in Oakley, 1976, cit. po Brazier, 1998). Vsa ta dognanja je Bartlett s
skupino raziskovalcev leta 1977 zdruzil in na modelu hr¢ka dokazal, da je C. difficile vzrok

za pojav driske po antibioticnem zdravljenju (Bartlett in sod., 1977, cit. po Brazier, 1998).

Prva porocanja o prisotnosti in osamitvi bakterije iz zivalskih vzorcev so se pojavila ze v

zacetku sedemdesetih letih (Baverud, 2002).

2.2 PATOGENEZA

2.2.1. Bolezenski znaki, ki jih povzroca C. difficile

C. difficile povzroca sirok spekter bolezni, od asimptomatske okuzbe do ob&asno smrtnega
pseudomembranoznega kolitisa. Bolezen lahko poteka kot lazja vodena driska, kolitis s
sluzavo ali krvavo drisko ali v hujSem primeru kot pseudomembranozni kolitis. Drisko
lahko pri nekaterih bolnih spremlja vrocina, levkocitoza, v¢asih pa tudi trebusne bolecine
ali kr¢i. Pojavi se lahko tudi omoti¢nost, hujSanje, hipoalbuminemija, krvavitev iz ¢revesa
in dehidracija. Resne zaplete okuzbe s C. difficile (CDI; angl. Clostridium difficile
infection) predstavljajo vnetne poskodbe in tvorba pseudomembran v ¢revesu, vnetje in
tanjSanje debelega Crevesa, ki lahko vodi do predrtja crevesa (toksicni megakolon), sepsa,
Sok in celo smrt (Bartlett, 1994). Izvencrevesne okuzbe s C. difficile so redke. Opisani so
posamezni primeri bakteriemije, abscesa vranice in trebusne slinavke ter okuzbe mehkih
tkiv, urogenitalnega trakta, plevre in implantiranih proteti¢nih pripomockov (Jacobs, 2001,
Lyerly in sod., 1988). Driska povezana s C. difficile se pri 5-30 % zdravljenih bolnikov
ponovi, vendar ne zaradi neuspelega zdravljenja, ampak v vecini primerov kot ponovna
okuzba, kjer v 20-50 % ponovno bolezen povzroc¢ijo nove bakterije C. difficile (Johnson in

Gerding, 1998; Rupnik in sod., 2009).
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2.2.2. Dejavniki virulence pri bakteriji C. difficile

2.2.2.1. Toksini

Glavna dejavnika virulence bakterije C. difficile sta toksin A ali TcdA in toksin B ali
TcdB. Doloceni sevi lahko izdelujejo tudi binarni toksin CDT.

Sevi, ki prozvajajo vsaj enega od treh znanih toksinov so toksigeni sevi. Poznamo sedem
vzorcev proizvajanja toksinov: A+B+CDT-, A+B+CDT+, A-B+CDT+, A-B+ CDT-, A+B-
CDT+, A-B-CDT+ in A-B-CDT-. Netoksigeni sevi so sevi, ki ne proizvajajo nobenega od
treh toksinov (Rupnik in sod., 2005), vendar obicajno izraz toksigen in netoksigen

uporabljamo le glede na produkcijo toksinov A in B.

TcdA in TcdB uvr$€amo v skupino velikih klostridijskih toksinov (LCT; angl. Large
clostridial toxins). V to skupino uvr§¢amo Se tri druge klostridijske toksine, ki jih
proizvajata Clostridium sordelii in Clostridium novyi. Toksini LCT so si po strukturi in
delovanju podobni. So monoglikoziltransferaze in na c¢lovesko debelo ¢revo delujejo
citotoksi¢éno in nekateri enterotoksi¢no (Rupnik in Just, 2006). Toksini LCT so
poimenovani na podlagi bakterijskega imena in dolo¢enega toksina, pri C. difficile Tcd po

imenu bakterije C. difficile in TcdA in TcdB za toksina A in B (Rupnik in sod., 2005).

Toksina A in B sta eksotoksina, ki po velikosti spadata med najvecje bakterijske toksine.
TcdA je 308 kDa velik enterotoksin. TcdB je citotoksin, velik 270 kDa. Oba toksina sta
citotoksi¢na in glikoziltransferazi, ki katalizirata prenos glukoznega ostanka iz UDP-
glukoze na majhne GTPaze iz poddruzin Rho in Ras. Signalizacija, ki je odvisna od
GTPaz, se zaradi te modifikacije prekine, posledica je depolimerizacija aktina F in tako
porusenje citoskeleta, zaokrozanje celic in celicna smrt. (von Eichel-Streiber in sod., 1996;
Rupnik in Just, 2006). V zgodnjih raziskavah so avtorji navajali, da toksina delujeta
sinergisti¢no, vendar naj bi toksin A imel pomembnejSo vlogo pri delovanju v ¢revesu,
toksin B pa naj bi deloval tudi sistemsko (Lyerly in sod., 1985). NovejSe Studije, v katerih
so primerjali divji tip z mutantami brez toksina A ali brez toksina B pa kazejo, da je toksin

B nujen dejavnik virulence (Lyras in sod., 2009).
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Na nivoju aminokislinskega zaporedja sta si toksina podobna v 63 % in naj bi nastala s
podvojitvijo gena. Sta enoverizni beljakovini, sestavljeni iz treh funkcionalnih enot.
Encimska (kataliticna domena) se nahaja na N-terminalnem delu, centralna hidrofobna
domena omogoca prenos toksina ez evkariontsko celicno membrano, domena na C-
terminalnem delu beljakovine pa je odgovorna za vezavo toksina na gostiteljev celi¢ni
receptor (von Eichel-Streiber in sod., 1996).

Na C terminalnih koncih toksinov lahko najdemo ve¢ homolognih regij, ki jih imenujemo
»combined repetitive oligopeptides« (CROPs). Te ponovitve prepoznajo monoklonska in
poliklonska protitelesa vecine encimsko imunskih testov. Omenjene ponovitve so prav

tako odgovorne za vezavo toksina na celi¢ni receptor (Lyerly in sod., 1988).

Toksin TcdA in TcdB sta zapisana na 19 kb dolgem toksinskem lokusu imenovanem
Paloc, ki se nahaja na bakterijskem kromosomu. Poleg zapisov tcdA in tcdB v regiji
PalLoc najdemo Se tri gene, in sicer tcdC, tcdE in tcdR (Braun in sod., 1996). Gen tcdC
kodira negativni regulator prepisa genov tcdA in tcdB (Matamouros in sod., 2007), produkt
gena tcdR je alternativni faktor sigma, ki pozitivno vpliva na izrazanje prepisovanja obeh
toksinskih genov (Dupuy in sod., 2006), tcdE pa kodira hidrofoben protein TcdE, ki naj bi
omogocal sprostitev toksina iz celice (Tan in sod., 2001). Netoksigeni sevi imajo Pal.oc

odsek zamenjan s 115 bp dolgim zaporedjem (Braun in sod., 1996).

Binarni toksin CDT ni soroden toksinoma TcdA in TcdB. Uvrs¢amo ga v skupino
klostridijskih binarnih toksinov, ki so sestavljeni iz dveh proteinskih podenot, kataliti¢ne
podenote imenovane CdtA, in vezavne podenote CdtB, ki se veZe na gostiteljsko celico in
nato prenese kataliti¢no enoto v citosol. Za toksicno delovanje toksina sta potrebni obe
podenoti (Perelle in sod., 1997). Je ADP-riboziltransferaza, ki povzroca depolimerizacijo
aktinskih filamentov (Popoff in sod., 1988). Sev, pri katerem so binarni toksin CDT prvic¢
zaznali, je izviral iz pacienta s hudim pseudomembranoznim kolitisom (Popoff in sod.,
1988), vendar vloga binarnega toksina CDT pri razvoju bolezni zaenkrat Se ni popolnoma
pojasnjena. In vitro ima na celice Vero citotoksi¢en uéinek, prav tako enterotoksicen
ucinek na poskusnih kuncih. Vendar pa sevi divjega tipa, ki proizvajajo binarni toksin
CDT, a ne toksinov TcdA ali TcdB, hrcke kolonizirajo, a ne povzro¢ajo smrti (Geri€ in

sod., 2006). Uc¢inka binarnega toksina CDT na ¢revesno steno zivali kot so konji in telicki
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danes Se ne poznamo (Kuijper in sod., 2006). Nukleotidno zaporedje regije, ki nosi zapis
za binarni toksin CDT, najdemo na 4.3 kb dolgem toksinskem lokusu imenovanem

CdtLoc, ki ga sestavljata gena CdtA in cdtB ter regulatorni gen cdtR (Carter in sod., 2007).

2.2.2.2.0stali dejavniki virulence

K vecji virulenci sevov prispevajo Se beljakovine na bakterijski povrsini (Cwp66, SIpA), ki
sodelujejo pri interakceiji bakterije s ¢revesno sluznico (Karjalainen in sod., 2001; Waligora
in sod., 2001). PovrSinske beljakovine lahko pri gostitelju povzroc¢ijo vnetje in nastanek
protiteles (Pechine in sod., 2005). Med sevi so lahko razli¢ne, Se posebej velja to za
povrsinsko beljakovino A (SIpA). Spremembe tega proteina najdemo pri epidemi¢nem
sevu BI/NAP1/027, kjer bi lahko vplivale na vezavo bakterije na CloveSke crevesne

epitelne celice in tako prispevale k ve¢ji virulenci tega seva (Rupnik in sod., 2009).

Dejavniki virulence so tudi hidroliti¢ni encimi (hialuronidaza, Zelatinaza, nevraminidaza in
kolagenaza), ki lahko sproS¢ajo hranilne snovi in sodelujejo pri razgradnji vezivnega tkiva

(Wilson in Perini, 1988; Seddon in sod., 1990).

Nekateri sevi tvorijo tudi kapsulo, ki jih §¢iti pred fagocitozo (Borriello, 1998).

Virulenca sevov je odvisna tudi od odpornosti bakterije proti antibiotikom, ker odpornost
bakterije proti antibiotiku ki ga bolnik dobiva, tej omogoca, da ¢revo kolonizira ze med
zdravljenjem (George in sod., 1982, Lyerly in sod., 1988). Nekateri antibiotiki pa vplivajo
tudi na povecano izrazanje faktorjev, pomembnih pri kolonizaciji bakterije C. difficile

(Deneve in sod., 2008).

2.2.1 Patogeneza

Gostitelja pred okuzbo s C. difficile varuje normalna ¢revesna mikrobna flora, ker prepreci

kolonizacijo bakterij C. difficile in namnozevanje ze prisotnih spor v ¢revesu. Ko se porusi
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ravnovesje v normalni ¢revesni mikrobni flori, kar lahko povzrocimo z antibioticnim
zdravljenjem, se C. difficile v ¢revesu namnozi.

Kot ze omenjeno, lahko bolezenske znake povzroc€ajo sevi, ki izdelujejo TcdA in/ali TcdB
imenovani toksigeni sevi. Patogeni ucinek sevov, ki izdelujejo samo toksin CDT, ne pa
tudi toksinov TcdAin TcdB (sevi A-B-CDT+) pri ¢loveku zaenkrat $e ni dokazan (Rupnik,
2008).

Toksin A se veze na slabo karakteriziran receptor v €revesju na apikalni, zunanji strani
Crevesnega epitelija, nato z endocitozo vstopi v citoplazmo, kjer povzroc¢i poskodbe
citoskeleta in tesnih stikov epitelijskih celic. Zaradi okvare tesnih stikov, celi¢ne smrti
epiteljiskih celic ali proizvajanja vnetnih mediatorjev, ki privabljajo nevtrofilce, se
epitelijska prepreka zrahlja. Okvara tesnih stikov med epitelijskimi celicami toksinoma A
in B nato omogoca vstop ¢ez epitelij. TcdB se na celicno membrano veze na bazolateralni
strani epitelija. Oba toksina, TcdA in TcdB sta citotoksi¢na in spodbudita sproscanje
mediatorjev vnetja epitelijskih celic, fagocitov in mastocitov, kar vodi v vnetje in
kopicenje nevtrofilcev. Delovanje toksinov pri bolniku povzroci izlo¢anje tekocine, vnetje
in poskodbo ¢revesne sluznice, ki vodi k razvoju driske in pseudomembranoznega kolitisa

(Pothoulakis, 2000).

2.2.1.1 Zdravljenje CDI

Prvi korak pri zdravljenju simptomati¢ne okuzbe s C. difficile je prekinitev antimikrobne
terapije, saj je obnovitev normalne mikrobne flore najucinkovitej$i pristop zdravljenja teh
bolnikov (Rupnik in sod., 2009). Ce ta ukrep ne zadostuje, bolnike s CDI zdravimo z
metronidazolom ali vankomicinom. Za zdravljenje so zaradi primerljivega ucinka z
vankomicinom, cene in zaradi bojazni pred pojavom proti vankomicinu odpornih bakterij
vcasih raje priporocali metronidazol (McMaster-Baxter in Musher, 2007). Oba antibiotika
pa vseeno vplivata tudi na ¢revesno floro, zato se po nekaj dnevih ali tednih po kon¢anem
zdravljenju pri zdravljenih bolnikih driska lahko ponovno pojavi. Najbolj ucinkovito
zdravljenje takih bolnikov je zaviranje rasti C. difficile z dajanjem vankomicina vsak drugi

ali tretji dan, ki zavira rast C. difficile, dokler se normalna mikrobna flora ne obnovi
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(Rupnik in sod., 2009). Tezke primere ponavljajocih okuzb lahko uspesno zdravimo tudi

»s fekalnimi transplantanti« (Rupnik in Kotnik Kevorkijan, 2009).

Za zdravljenje CDI danes razvijajo nove terapevtske ucinkovine, kot so antibiotiki, ki ne
poskodujejo normalne mikrobne flore, cepiva, udinkovine, ki nase vezejo toksine in
pasivna protitelesa, vkljuéno z monoklonskimi protitelesi usmerjenimi proti toksinom

TcdA in TedB (Babeock in sod., 2006, Rupnik in sod., 2009).

Tudi alternativno zdravljenje, kot so uporaba probiotikov in prebiotikov so lahko v
Stevilnih primerih uspesne. Probiotiki s kolonizacijo patogenim bakterijam preprecujejo s
produkcijo inhibitornih substanc (organske kisline, vodikov peroksid, bakteriocini), s
tekmovanjem za vezavna mesta, tekmovanjem za hranila, razgradnjo receptorjev za vezavo
toksina in spodbujanje imunskega odziva (Rolfe, 2000). Na normalno crevesno floro
pozitivno vplivajo tudi nekateri prebiotiki, kot nekateri oligosaharidi (fruktooligosaharidi,

inulin, ...) (Hopkins in Macfarlane, 2003).

2.3 EPIDEMIOLOGIJA

2.3.1 Epidemiologija C. difficile pri ljudeh

Bakterija C. difficile je eden izmed pomembnejsih povzroditeljev bolni$ni¢nih okuzb. Z
bakterijo C. difficile je koloniziranih od 16-35 % hospitaliziranih bolnikov (Kuijper in sod.,
2006). Verjetnost okuzbe pri bolnikih, ki bivajo v bolni$nicah nara$ca s ¢asom bivanja v
ustanovi in s trajanjem antibioti¢nega zdravljenja. (Johnson in Gerding, 1998). Z bakterijo
C. difficile je koloniziranih tudi 1-3 % zdravih odraslih ljudi, kjer je delez kolonizacije
nekoliko vi§ji pri bolniSnicnem osebju in do 70 % zdravih novorojenckov (Bartett, 1994).

Dojencki kljub visokim titrom toksina A in B v blatu ne zbolijo (Lyerly in sod., 1988).

Genotipi C. difficile, ki povzrocajo izbruhe in pogosto tezje oblike bolezni, se od drzave do
drzave razlikujejo. V Avstriji naprimer prevladuje PCR-ribotip 053, na Madzarskem PCR-
ribotip 014, v nekaterih drugih drZzavah pa PCR-ribotip 078 (Terhes in sod., 2006, Rupnik
in Kotnik Kevorkijan, 2009). V ZDA, Kanadi in severni Evropi izbruhe CDI povzro¢a nov
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epidemicen sev, ki ga s PCR-ribotipizacijo uvrstimo v tip 027, s PFGE v tip NAP1 (angl.
North America pulsotype 1), s tipizacijo REA v tip BI in toksinotipizacijo v toksinotip I1I
(BI/NAP1/027). Sev ima povecano virulenco in/ali odpornost proti antibiotikom. Trenutno
se po svetu $iri tudi toksinotip VIII, ki ga prav tako povezujemo z izbruhi in/ali resnejSo

obliko bolezni (Kuijper in sod., 2006).

2.3.2 Epidemiologija C. difficile pri ljudeh v Sloveniji

V Sloveniji stevilo okuzb s C. difficile pri ljudeh zaenkrat znatno ne naras¢a (Rupnik in
Kotnik Kevorkijan, 2009). Opazajo pa, da rahlo narasca Stevilo laboratorijskih preiskav in
le rahel porast Stevila C. difficile pozitivnih vzorcev. Po podatkih UKC Maribor je velik del
okuzb s C. difficile pridobljen doma, vendar je vecina teh bolnikov predhodno bila v stiku
z zdravstvenimi ustanovami, opaziti pa je tudi manjSi porast srednje hudih in hudih
potekov bolezni. O pojavu visokovirulentnega tipa III/BI/NAP1/027, ki je trenutno
povezan z izbruhi v svetu, v Sloveniji do danes Se niso porocali (Rupnik in Kotnik
Kevorkijan, 2009), genotip 078 pa so zasledili le v nekaj primerih. V mariborski regiji so v
obdobju od leta 2006 do 2008 med izolati prevladovali izolati C. difficile toksinotipa 0 (21
razlicnih PCR-ribotipov), v manjSem delezu med izolati najdemo toksinotip IV (SLO
013/023), toksinotip V (078), toksinotip XII (056 in SLO 058) in toksinotip XXI (SLO
021).

2.3.3 Spremembe v epidemiologiji okuzb s C. difficile pri ljudeh

V zadnjem cCasu v epidemiologiji okuzb s C. difficile (CDI) prihaja do sprememb, saj
pogostnost in resnost bolezni, povzrocene s C. difficile naraséa (McDonald in sod., 2006).
Narasca tudi Stevilo izvenbolni$ni¢nih okuzb, bolezen se pojavlja pri mladih, zdravih
osebah, ki niso bile izpostavljene dejavnikom tveganja (Chernak in sod., 2005). Te
epidemioloske spremembe so lahko posledica selekcijskega pritiska v okolju, kot je trend
spreminjanja vrst antibiotikov v bolni$ni¢nih in izven-bolniS$ni¢nih okoljih ter pojav novih
variantnih tipov, kot je BI/NAP1/027. Vzrok je lahko tudi vnos bakterije iz/v enega od vec

moznih rezervoarjev. Eden od teh moznih rezervoarjev so zivali (Rupnik, 2007b).
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Primerjave zivalskih in ¢loveskih izolatov s PCR-ribotipizacijo so pokazale, da se nekateri
C. difficile PCR-ribotipi osamljeni iz zivali prekrivajo s PCR-ribotipi, ki so osamljeni iz
ljudi (Arroyo in sod., 2005b; Rodriguez-Palacios in sod., 2006; Keel in sod., 2007).

Ena od sprememb v epidemiologiji je tudi naras€anje pogostnosti variantnih sevov.

Sevi s spremembami na PalLoc lokusu (variantni sevi C. difficile), ponavadi proizvajajo Se
tretji toksin, binarni toksin CDT (Rupnik, 2001). Prevalenca sevov s sposobnostjo tvorbe
binarnega toksina CDT med ¢loveskimi izolati je v preteklosti bila med 1,6 % - 10 %. Pri
zivalih je pogostnost takih izolatov pri konjih Stela do 43 %, pri prasi¢kih do 83 % in pri
govedu kar do 100 % (Rupnik, 2007b). Na prvi pogled je izgledalo, da ljudi in Zzivali
naseljujejo dokaj razliéni sevi C. difficile. V zadnjih letih pa se je odstotek ¢loveskih
izolatov, ki proizvajajo binarni toksin CDT, povisal, po nekaterih podatkih iz Italije z 0 %
na kar 45 % (Spigaglia in Manstrantonio, 2004). Ti sevi v izvenbolni$nicnem okolju
pogosto povzrocijo resno bolezen (Terhes in sod., 2004). V bolni$nicah lahko delez CDT
pozitivnih sevov preseze celo 50 %, kjer izbruhe pogosto povzro€a sev BI/NAP1/027 ali

kombinacija drugih CDT pozitivnih sevov (McEllistrem in sod., 2005).

2.3.4 Prenos

Kljuéni dejavnik za Sirjenje CDI je kontaminacija okolja s sporami C. difficile, saj lahko
bakterijo izoliramo iz zemlje, vode, prebavil ljudi in Zivali, surove zelenjave,... (Al Saif in
Brazier, 1996; Baverud in sod., 2002; Rodriguez-Palacious in sod., 2007). Eden od mozZnih
virov okuzbe s C. difficile je tudi meso, s katerim se bakterija posredno prenese iz Zivali na
¢loveka. Po porocilih iz Severne Amerike lahko C. difficile izoliramo iz priblizno 20 %
surovega mesa in ostalih mesnih proizvodov. Nekatere C. difficile PCR-ribotipe osamljene
iz mesa lahko najdemo tudi psih, telickih in tudi ljudeh (Rodriguez-Palacious in sod.,

2007).

Bakterija je splosno razSirjena zaradi zmoznosti tvorbe spor, ki so odporne proti vrocini,

izsuSevanju in kisiku ter se zato v okolju dalj ¢asa ohranijo. Spore C. difficile so odporne

.....

zadostna koncentacija razkuzil na klorovi osnovi. Zaradi vprasljivega ucinka vecih



Zidari¢ V. Osamitev, karakterizacija in pogostnost bakterije Clostridium difficile pri zivalih. 12
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2009

razkuzil, prisotnosti zemlje in organskih snovi v hlevu, lahko v njem pricakujemo

prisotnost endemic¢nih sevov (Rodriguez-Palacios in sod., 2006).

2.3.5 Dejavniki tveganja

Kot ze omenjeno se CDI ponavadi razvije pri osebah s porusenim ravnotezjem v normalni
¢revesni flori po jemanju antibiotikov, kemoterapiji ali po kirurSkih posegih na podrocju
prebavil. Z razvojem CDI lahko poveZemo antibiotike kot so: klindamicin, cefalosporini in
od nedavnega tudi nekateri fluorokinoloni kot so levofloksacin, moksifloksacin,
gatifloksacin in ciprofloksacin. Uporaba fluorokinolonov je povezana s povecano
incidenco C. difficile BI/NAP1/027 in ostalih sevov, ki so moc¢no odporni proti
fluorokinolonom. Veliko tveganje za razvoj CDI predstavlja tudi bivanje v bolnisnici, ker
zdruzuje izpostavljenost antibiotikom, okolje kontaminirano s sporami, slabo higieno rok
bolni$ni¢nega osebja in populacijo starejSih bolnikov, saj je dejavnik tveganja za razvoj
bolezni tudi starost nad 60 let (Rupnik in sod., 2009). Okuzba s C. difficile se je zacela vse
bolj pojavljati pri ljudeh z nizkim tveganjem, kot so otroci ali nosecnice (Kim in sod.,

2008; Rouphael in sod., 2008).

2.3.6 Preprecevanje CDI

Ucinkovite metode prepre¢evanja CDI v bolniSnicah so osamitev bolnikov s CDI in zaS¢ita
bolni$ni¢nega osebja z zas¢itnimi oblacili in rokavicami. Alkoholna razkuzila in geli ne

unicijo C. difficile spor, zato je priporoc¢ljivo umivanje rok z vodo in milom.

WW W

razkuzili moramo paziti, da ne uporabljamo neprimernih koncentracij in vrst razkuzil.
Spore ucinkovito unicujejo klorova razkuzila, vendar so korozivna, imajo drazljiv vonj in

drazijo kozo (Rupnik in sod., 2009).
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2.4 BAKTERIJA C. difficile PRI ZIVALIH

2.4.1 Epidemiologija C. difficile pri Zivalih

Bakterija C. difficile postaja vse bolj poznana in pomembna tudi pri zivalih. C. difficile
lahko osamimo iz vecih zivalskih vrst, tako zdravih kot bolnih (Weese in sod., 2001;
Baverud, 2002; Rodriguez-Palacios in sod., 2006; Songer in Anderson., 2006; Hammit in
sod., 2007 ). V zadnjih Studijah o C. difficile lahko zasledimo, da lahko bakterijo najdemo
pri domacih zivalih kot so perutnina, ovce (Al Saif in Brazier, 1996; Simango, 2006),
prasici (Songer in sod., 2000; Songer in Anderson, 2006), koze (Simango, 2006) in telicki
(Rodruigez-Palacios in sod., 2006).

Vloga C. difficile pri telickih $e ni jasna. Bakterijo in toksine, ki jih proizvaja lahko
zaznamo pri telickih z drisko in pri na videz zdravih telickih (Rodruigez-Palacios in sod.,
2006; Hammit in sod., 2007). V Kanadi so pri telickih z in brez bolezenskih znakov nasli
osem razlicnih PCR-ribotipov (preglednica 1), Stirje od teh so pripadali variantnim tipom:
PCR-ribotipu 078 (toksinotip V), PCR-ribotipu 017 (toksinotip VIII), PCR-ribotipu 027
(toksinotip III) in PCR-ribotipu 033 (toksinotip XI) (Rodriguez-Palacios in sod., 2006).

O bakteriji C. difficile pri perjadi Se ne vemo veliko. Po nekaterih porocanjih lahko spore
C. difficile najdemo v puranjem mesu (37,5 %) (Songer in sod., 2009). Prvi obseznejsi
raziskavi o bakteriji pri perutnini sta bili narejeni v Afriki (Simango, 2006; Simango in

Mwakurudza, 2008).

Tusi vloga C. difficile pri psih $e ni popolnoma jasna, saj lahko C. difficile toksina A in/ali
B dokazemo tako v blatu psov z drisko kot blatu zdravih psov, pri slednjem sicer v
nekoliko manjSem obsegu. Ker je po nekaterih porocilih C. difficile prisoten pri 0-40 %
zdravih psov je bakterija pri psih za ve€ino avtorjev nepomembna bakterija. Za razvoj CDI
pri psih antibioticno zdravljenje ni vedno predpogoj (Weese in sod., 2001). Bakterijo
pogosto osamimo tudi iz asimptomatskih mladih psickov, po nekaterih poro¢anjih iz 46 %
in 94 % psickov starih do deset tednov in iz 42,9 % njihovih mater (Baverud, 2002).

Domaci ljubljencki so lahko nosilci toksigenih in netoksigenih sevov bakterije C. difficile,
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prav tako jo je mogoce osamiti iz njihovega neposrednega okolja, kot so naprimer povrSine
veterinarskih bolni$nic (Borriello in sod., 1983), kar kaZze na moznost prenosa bakterije iz
zivali na ¢loveka. Prenos C. difficile iz Zivali na ¢loveka je $e posebej mogo¢ v primerih,
ko je hisnemu ljubljencku, ki je nosilec bakterije, izpostavljena populacija ljudi z visokim
tveganjem. V Kanadi so naprimer iz psa, ki obiskuje bolnike v bolni$nicah, osamili C.
difficile toksinotipa III in PCR-ribotipa 027 (Lefebvre in sod., 2009), ki je odgovoren za
epidemije CDI pri ljudeh. Ta primer potrjuje domnevo, da bi zivali lahko bile vektor pri

prenosu bakterije v bolni$nici ali prenosu bakterije iz bolniSni¢nega okolja v skupnost.

Raznolikost izolatov najdenih pri zivalih (30-50 PCR-ribotipov) je v primerjavi s
¢loveskimi sevi C. difficile, kjer poznamo priblizno 190 razli¢nih PCR-ribotipov, o€itno
manjSa. Najbolj pogosti PCR-ribotipi ¢loveskih izolatov in najbolj pogosti PCR-ribotipi
zivalskih izolatov se razlikujejo. Nekatere PCR-ribotipe pa lahko najdemo pri obeh
gostiteljih (Arroyo in sod., 2005b; Rodruigez-Palacios in sod., 2006; Keel in sod., 2007;
Goorhouis in sod., 2008). Tele¢ji in tudi praSicji izolati so manj raznoliki kot izolati
izolirani iz psov, konjev in ¢loveka (preglednica 1). Pri zrebickih lahko naprimer med 20
izolati najdemo 10 razli¢nih PCR-ribotipov (Keel in sod., 2007). Do danes so pri zZivalskih
gostiteljih poroc€ali o Sestih toksinotipih: III, 1V, V, VIII, XI in XII. Izgleda, da je
toksinotip V Se posebej prilagojen na zivali, saj prevladuje pri treh razliénih Zivalskih
vrstah po vsem svetu (Rupnik, 2008). Toksinotip V PCR-ribotipa 078 prevladuje
predvsem pri prasicih (Keel in sod., 2007; Debast in sod., 2009). Izolate toksinotipa V,
pogosto najdemo tudi pri govedu (Rodriguez-Palacios in sod., 2006; Keel in sod., 2007) in
konjih (Rupnik in Marks, 2009). Podatkov o tipih dolocenih s katero od molekularnih

metod je pri ostalih zivalskih vrstah malo.
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Preglednica 1: Pregled genotipov C. difficile pri Zivalih po objavah.

vrsta tip* _
zivali C. difficile drzava .
telicki 078, 002, 033 ZDA Hammit in sod., 2007
telicki 017,078, 027, Kanada Rodriguez-Palacios in sod., 2006
014, 033, 077
telicki 078,002, 033 ZDA Keel in sod., 2007
prasicki 078, 126, 002, 033
psicki 009, 010, 015, 020, 077
konji 001, 002, 009, 010, 012,
015, 020, 078, 137, 154
prasicki 0, V (066) Slovenija Pir§ in sod., 2008
telicki Xla (033)
prasicki V (078) Nizozemska Debast in sod., 2009

* tip je podan kot toksinotip (rimska $tevilka) ali ribotip (arabska Stevilka)

24.1.1 Epidemiologija C. difficile pri zivalih v Sloveniji

PRVREY

PRVRS

toksinotipa V(102/133 izolatov), pri telickih pa C. difficile toksinotipa XIa, PCR-ribotipa
033 (Pri$ in sod., 2008). Ta tip so pri govedu nasli tudi ze v Kanadi in ZDA (Rodriguez-

Palacios in sod., 2006; Keel in sod., 2007). V nasprotju z ameriSkimi poroc¢anji pri nasih

PR

sod., 2008).
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2.5 MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA C. difficile

Za postavitev diagnoze CDI pri bolnikih z ustreznimi klini€énimi znaki v teko¢em blatu
dokazujemo toksine ali toksinogeno bakterijo C. difficile. Teste, ki jih uporabljamo v
diagnostiki CDI razdelimo v: teste za zaznavo molekul specifi¢nih za C. difficile, kot so
glutamat dehidrogenaza (GDH), toksini, lahkohlapne mascobne kisline; v teste, kjer
zaznavamo C. difficile gene (16S rRNA, toksinske gene) in gojitvene metode, kjer iz

vzorca skusamo osamiti toksinogeno bakterijo (Delmee, 2001).

Za »zlati standard« diagnoze CDI je veljal citotoksicni test na celi¢nih kulturah, vendar v
rutinski diagnostiki ni ve¢ razsirjen. C. difficile lahko dokaZzemo $e z osamitvijo bakterije
iz vzorca, ki mu sledi test citotoksi¢nosti, s katerim potrdimo sposobnost proizvajanja
toksina ali toksinov dobljenega izolata (Rupnik in sod., 2009). Tako citotoksi¢ni test kot
gojitvena metoda sta zelo specificna in obcutljiva, njuna slabost pa je zamudnost, saj
rezultate dobimo Sele po 48 urah (Staneck in sod., 1996; Hurley in Nguyen, 2002). Pri
testu citotoksi¢nosti se sreCamo tudi s problemom vzdrzevanja celi¢nih linij, saj je to

zamudno in drago (Baverud, 2002).

Za dokaz toksinov TcdB in/ali TcdA v vzorcu blata so v uporabi §tevilni komercialni
encimsko imunski testi. So visoko specificni vendar manj obcutljivi kot dokaz
citotoksi¢nosti na celi¢ni kulturi. Testi so enostavni in 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 (Rupnik,

2008).

Toksine C. difficileso s hitrimi testi dokazovali tudi Ze v Zivalskih vzorcih blata (konjev,
telickov, psov, prasickov), vendar obcutljivosti in specificnosti testa pri preiskavi tovrstnih
vzorcev z izjemo psickov v primerjavi s testom citotoksi¢nosti na celi¢nih kulturah do

danes $e ne poznamo (Baverud, 2002).

Obcutljive in hitre metode s katerimi lahko dokazemo prisotnost bakterije v vzorcu so tudi

molekularne metode. Omogocajo nam zaznavo gena, ki kodira toksin B, podajo nam lahko
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podatke o prisotnosti binarnega toksina in markerja, ki ju ima hipervilrulentni sev

BI/NAP1/027.

Toksigene seve lahko nosijo tudi asimptomatski prenaSalci, zato je pri testih, ki ne
zaznavajo neposredne toksinske aktivnosti rezultate potrebno uskladiti s klini¢no sliko in

rezultati zdravljenja bolnika (Rupnik in sod., 2009).

Za diagnostiko C. difficile je priporocljiva uporaba dvostopenjskega testiranja, kjer v
prvem koraku uporabimo test z visoko obcutljivostjo, kot je dokaz encima glutamat
dehidrogenaze ali L-prolin aminopeptidaze, ki ju proizvaja vecina C. difficile sevov. V
drugem koraku uporabimo test z vecjo specificnostjo (Fedorko in Wiliams, 1997; Ticehurst

in sod., 2006).

2.6 OSAMITEV BAKTERIJE C. difficile

2.6.1 Vzorec

Za osamitev bakterije C. difficile iz blata je priporocljiva uporaba svezega vzorca. Zaradi
hitre sporulacije bakterije v blatu lahko vzorec ve¢ mesecev shranjujemo na 4 °C ali celo
desetletje zamrznjenega na -70 °C. Vegetativne oblike organizma shranjevanja v aerobnih
pogojih ne prezivijo (Brazier in Boriello, 2000). Toksini so v vzorcih blata na temperaturi
4 °C stabilni vsaj 60 dni. V vzorcih blata, ki jih hranimo na sobni temperaturi pa hitro
denaturirajo. V dveh dneh se titer toksinov v blatu hranjenem na sobni temperaturi lahko

zmanj$a kar 100 krat (Bowman in Riley, 1986).

2.6.2 Osamitev bakterije

V postopku osamitve C. difficile uporabljamo antibiotike, s katerimi zavremo rast
normalne ¢revesne mikrobne flore. Priporocljiva je tudi uporaba alkoholnega (etanolnega)
Soka, kjer selektivno izberemo C. difficile spore. Za osamitev C. difficile iz bolnikov s CDI

uporaba bogatitve ni potrebna, vendar je uporabna metoda v okoljskih raziskavah.
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2.6.2.1 Razvoj selektivnih gojis¢ za izolacijo Clostridium difficile

Clostridium difficile sta leta 1935 prva iz blata novorojen¢kov osamila Hall in O Toole in
predlagala ime »difficile«, ker je organizem bilo zelo tezZko osamiti (Hall in O Toole, 1935,
cit. po Lyerly in sod., 1988). Hafiz in Oakley sta na podlagi opazanj, da je organizem
neobcutljiv na krezol, ki ga med rastjo proizvaja, razvila selektivno gojisc¢e, ki bi
omogocalo osamitev C. difficile. Klostridijskemu mediju sta dodala 0,2 % fenol ali p-
krezol (Hafiz in Oakley, 1976, cit. po Brazier, 1998). Kasneje je skupina raziskovalcev
ugotovila, da to selektivno gojis€e v primerjavi s krvnim gojis¢em na rast C. difficile
pravzaprav deluje zavirujoCe (George in sod., 1979). Zato so za osamitev C. difficile
predlagali uporabo hranljivega gojis¢a z dodatkom fruktoze in jacnega rumenjaka za
diferenciacijo ter D-cikloserina in cefoksitina, ki omogocata selekcijo. D-cikloserin (500
mikro g/ml) in cefoksitin (16 mikrog/ml) zavirata rast veCine bakterij iz druzine
Enterobacteriaceae, Streptococcus faecalis, stafilokoke, nesporulirajoée po Gramu
negativne bacile in vrste iz rodu Clostridia, ki jih lahko najdemo v blatu, z izjemo C.
difficile. Zaradi visokih koncetracij teh selektivnih dodatkov nekaterih sevov C. difficile
zaradi nizke minimalne inhibitorne koncentracije na tem gojiscu ni bilo mogoce gojiti.
Zato so k zmanjSanim koncentracijam D-cikloserina (125 mikrg/ml) in cefoksitina (4
mikrog/ml) v postopek osamitve vkljucili alkoholni Sok, ki prav tako deluje selektivno
(Levett, 1985). Ce gojis¢e vsebuje 7 % konjske krvi, se to kaZe v povedanem Stevilu
kolonij C. difficile na plos¢i. Kolonije so na teh plos¢ah v primerjavi s kolonijami na
ploscah z jajénim rumenjako vecje (Phillips in Rogers, 1981). Alternativno lahko za
osamitev C. difficile iz vzorcev blata namesto gojis¢a, ki vsebuje D-cikloserin in cefoksitin
(CC) in uporabimo gojis¢e z isto osnovo, kjer namesto D-cikloserina in cefoksitina v
gojis¢e dodamo moksalaktam, norfloksacin in cistein hidroklorid (CDMN). Cistein
hidroklorid naj bi $e povisal Stevilo zraslih kolonij C. difficile (v primerjavi z osamitvijo s
CC zraste 20 % vec sevov), moksalaktam in norfloksacin pa v primerjavi s CC zmanjSala
Stevilo nezeljenih mikroorganizmov pri izolaciji za kar 30 %. Uporaba alkoholnega Soka

pri osamitvi C. difficile s CDMN ni potrebna. (Aspinall in Hutchinson, 1992).
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2.6.2.2 Fizikalni in kemijski vplivi na germinacijo spor

Na germinacijo spor vplivajo kemicni in fizikalni dejavniki. Poznavanje teh dejavnikov je
pri osamitvi C. difficile pomembno, saj se bakterija v okoljskih vzorcih nahaja v obliki
spor. Germinacijo C. difficile spor spodbujajo kemi¢ne snovi, kot so zol¢ne soli (natrijev
tauroholat, holat, deoksiholat) in lizocim, zato lahko z dodatkom teh povecamo
obcutljivost gojis¢a. Germinacijo spodbuja tudi tretiranje spor v raztopini natrijevega
tauroholata pred gojenjem. Na germinacijo C. difficile spor vpliva Se temperatura
(povecanje temperature iz sobne temperature 20 °C na 37 °C) in pH, kjer je najbolj ugoden
pH za germinacijo pri pH vrednosti med 6,32 in 7,53, kislo okolje pa ta proces mocno
zmanjSa. Na poviSanje germinacije v kombinaciji z Zol¢nimi solmi vpliva tudi glicin in
nekatere druge aminokisline, ki jih lahko najdemo v tioglikolatnem mediju. (Wheeldon in

sod., 2008).

2.6.3 Identifikacija

C. difficile lahko prepoznamo po znaéilnih kolonijah na plos¢i in znacilnem vonju po
konjskem gnoju ter z barvanjem celic po Gramu. Kolonije po 48 urah rasti na
neselektivnem krvnem agarju pod ultravijoli¢no svetlobo dolge valovne dolzine svetijo. Za
potrditev identifikacije lahko uporabimo tudi hitre teste, kot so dokaz L-prolin
aminopeptidaze, test GDH z lateksno aglucinacijo, plinsko-tekoc¢inska kromatografija z

visokimi vrhovi isokaproi¢ne kisline in biokemijski testi (Baverud, 2002).

2.7 KARAKTERIZACIJA SEVOV C. difficile

2.7.1 Tipizacijske metode
Za razlikovanje med sevi C. difficile uporabljamo tipizacijske metode. Poznamo fenotipske

in genotipske tipizacijske metode.

K fenotipskim metodam priStevamo serotipizacijo, ki je prva Siroko uporabljena

tipizacijska metoda, in je deloma v uporabi Se danes. Pokaze razlike v povrSinskih
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antigenih, seroloSke skupine pa dobro korelirajo z toksigenimi/netoksigenimi sevi (Delmee
in sod., 1986; Toma in sod., 1988). V to skupino metod priStevamo Se denaturacijsko

poliakrilamidno gelsko elektroforezo (SDS-PAGE) (McKay in sod., 1989).

Z genotipskimi tipizacijskimi metodami odkrivamo spremembe na nivoju bakterijskega
genoma. Sem uvrs¢amo metodo imenovano polimorfizem restrikcijskih fragmentov
celotne DNA (REA) in pulzno gelsko elektroforezo (PFGE), kjer celotno DNA rezemo z
dolo¢enim encimom in razrezane fragmente analiziramo. PFGE med tipizacijskimi
metodami velja za »zlati standard«. Obe metodi imata dobro sposobnost razlikovanja.
Tipizacijske metode, ki temeljijo na pomnozevanju DNA so verizna reakcija s polimerazo
s poljubnim zaetnim oligonukleotidom (AP-PCR) (Bidet in sod., 2000) in polimorfizem
dolzin pomnozenih delov (AFLP) (Vos in sod., 1995), toksinotipizacija (Rupnik, 2007a),
PCR-ribotipizacija (Bidet in sod., 1999), MLVA (Marsh in sod., 2006).

Genotipske metode, ki temeljijo na dolocanju nukleotidnega zaporedja so alternativna
metoda serotipizacije (PCR-RFLP), ki odraza variabilnost gena SIpA za povrSinski antigen
(Karjalainen in sod., 2002) in tipizacija zaporedij multiplih lokusov (MLST) (Lemee in
sod., 2005).

2.7.1.1 Toksinotipizacija

Toksinotipizacija je tipizacijska metoda osnovana na restrikcijskih polimorfizmih
pomnozenih fragmentov (PCR-RFLP). Pri toksinotipizaciji z metodo PCR najprej
pomnozimo najbolj variabilen del regije PaLoc (B1 in A3) in dobljene fragmente rezemo z
restrikcijskimi encimi Hincll/Accl in ECORI. Glede na kombinacijo restrikcijskega vzorca,
ki odraza variabilnost regije Pal.oc, seve razdelimo v skupine, ki jih imenujemo toksinotipi
(Rupnik in sod., 1998). Izolate, ki imajo regijo PalLoc enako kot referencni sev VPI 10463
uvrs¢amo v toksinotip 0 (ni¢). Izolate C. difficile, ki se od referen¢nega seva VPI 10463 v
regiji Paloc razlikujejo, pa razdelimo v 29 razlicnih toksinotipov, ki so oznaceni z
rimskimi Stevilkami I — XXIX. V primeru $e nepoznanega restrikcijskega vzorca
fragmentov A3 in/ali B1 analiziramo celoten Paloc in sev definiramo kot nov toksinotip.

Toksinotipizacija se dobro ujema z molekularnimi metodami kot sta PCR ribotipizacija in

PFGE (Rupnik in sod., 1998; Rupnik, 2001).
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2.7.1.2 PCR-ribotipizacija

PCR-ribotipizacija je metoda, ki temelji na razlikovanju polimorfizma medgenskega
prostora med 16S rDNA in 23S rDNA. 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 med obema genoma (ISR; angl. Intergenic
spacer region). Regije ISR so pri C. difficile v dolzini in nukleotidnem zaporedju
variabilne. S pomnozitvijo teh regij dobimo fragmente razli¢nih velikosti, ki jih lo¢imo z
gelsko elektroforezo. Na podlagi dobljenih vzorcev izolate razdelimo v skupine imenovane
PCR-ribotipi (Bidet in sod., 1999; Stubbs in sod., 1999). Oznacujemo jih z arabskimi
Stevilkami od 001 do vec kot 150 (Stubbs in sod., 1999). Metoda je hitra, enostavna,
ponovljiva, ima dobro moc¢ razlikovanja in je primerna za primerjavo sevov med

laboratoriji, ¢e vsi uporabljajo iste referencne seve (Collier in sod., 1996; Rupnik, 2001).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Gojisca

Bogatitveno gojisée CDA

Pepton 40,0 g/L
Na,HPO, 5,0 g/L
KH,PO4 1,0 g/L
MgS0O4 X 7H,0O 0,2 g/L
Fruktoza 6,0 g/L
Natrijev klorid 2,0 g/L
dH,0

pH7,4%0,2

Dodatek dodan po avtoklaviranju:
»C. difficile selective supplement« (CC),
SR0096 (Oxoid, Basingstoke,

Hampshire, Anglija)
cefoksitin 8,0 mg/L
D- cikloserin 250,0 mg/L

»Clostridium difficile moxalactam

norfloxacin selective supplement«

(CDMN), SR0173 (Oxoid, Basingstoke,

Hampshire, Anglija)
norfloksacin 12,0 mg/L
moksalaktam 32,0 mg/L

cistein hidroklorid 500,0 mg/L

Eno steklenicko suplementa v prahu, ki
zados¢a za 500 ml gojis¢a smo pred
dodajanjem v gojis¢e raztopili v 2 mL

dH,O0.

KA (Krvni agar)

Pepton 15,0 g/L
Jetrni ekstrakt 2,5 g/L
Kvasni ekstrakt 5,0 g/L
Natrijev klorid 5,0 g/L
Agar 13,0 g/L
Defibrinirana ovcja kri 5-7%
dH,O

pH 7,4+0,1

CLO (Clostridium difficile agar)

Proizvajalec  komercialnih  selektivnih
plos¢ je bioMerieux, Marcy-1'Etoile,
Francija. Selektivna antibiotika v CLO

ploscah sta D-cikloserin in cefoksitin.
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3.1.2 Brisi

Stuart CLR ; MEUS S.R.L., Piove di Sacco, Italija
BD BBL Port-A-Cul ;BD Diagnostics, Loveton Circle Sparks, Maryland, ZDA

3.1.3 Toksinski test

CDAB VIDAS C. difficile Toxin A & B; bioMerieux, Marcy-1'Etoile, Francija

3.1.4 Priprava pufrov in drugih raztopin

Pufre in raztopine smo pripravili tako, da smo zatehtane suhe snovi prenesli v ¢aso v katero
smo odmerili polovico kon¢nega volumna destilirane vode. Snovi smo nato popolnoma
raztopili in raztopino prelili v merilni valj ter dopolnili z destilirano vodo do ustreznega,
kon¢nega volumna. V primerih, kjer smo merili pH, smo to storili pred pripravo raztopine

do kon¢nega volumna ter ga na koncu Se enkrat preverili.

Pufer TBE (5x) Z ddH,0 smo dopolnili do 500 ml
Baza Tris (Sigma) 54 ¢ pH med 7.5 in 8.0
Borova kislina (Sigma) 275¢g Pufer TAE smo hranili pri temperaturi 4
0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 ml °C in pred uporabo 50 x red¢ili z
Z dH,0 smo dopolnili do 1000 ml destilirano vodo.
Pufer TBE smo hranili pri temperaturi 4
°C ter ga pred uporabo 10 x redcili z 0.5 M EDTA (pH 8.0)
destilirano vodo. EDTA (Sigma) 93,6 g
dH,O do 500 ml
Z 10 M NaOH smo pH uravnali na 8.0 in
Pufer TAE (50x) do uporabe hranili pri sobni temperaturi.
Baza Tris (Roth) 121.0 g
Acetat (Fluka) 50.1 ml

0.5 M EDTA (pH 8.0)
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Fiziolo$ka raztopina
NaCl 85¢g
dopolnimo z dH,0 do 1000 ml.

Pripravljeno fiziolosko raztopino smo

sterilizirali z avtoklaviranjem.

Nanas$alni pufer

Bromfenol modro 25 ul
Saharoza 40¢g
ddH,O 10,0 ml
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3.2 METODE

3.2.1 Vzorcenje zivali

Zivali smo vzor¢ili v Podravski regiji Republike Slovenije v ¢asu od meseca oktobra 2007
do decembra 2008. V vzorcenje smo vkljucili telicke iz 13 kmetij, starih od 4 dni do 12
tednov, kokosi od 1 dneva do 18 tednov starosti iz ene vecje farme (slika 1), kjer vzrejajo
kokosi za nadaljni razplod in je sestavljena iz Stirih hlevov ter kokosi in piS¢ance starosti
enega do dveh let iz Sestih manjSih kmetij, pse in macke z zgodovino antibioti¢nega
zdravljenja in drisko ali enteritisom ter nekatere vrste perjadi, stare ve¢ kot eno leto: 10
fazanov in 5 jerebic iz iste farme, 3 goske in 4 purane, 3 pave in eno prepelico, grlico in

vrano iz razli¢nih kmetij (preglednica 2).

Od vseh 40 vzorcenih telickov, od katerih sta dva bila vzor¢ena dvakrat, smo 14 telickom
odvzeli rektalni bris, preostalim 28 telickom pa blato, tako, da smo iz tal pobrali vidno svez
vzorec fecesa ali (ob obisku veterinarja) z odvzemom intrarektalnim odvzemom blata iz
telicka. Devet od 42 telickov je ob vzorcenju imelo znake driske, za enega o znakih bolezni

nimamo podatkov, preostali telicki pa niso imeli znakov driske.

Na veliki perutninski farmi smo skupno opravili §tiri vzorcenja dveh razli¢nih populacij
kokosi. Prvo populacijo smo vzorcili samo enkrat, pri starosti 14 tednov. Druga je bila
vzorcena trikrat. Prvi¢ smo vzor¢ili en dan stare piS€ance (na zacetku vzreje), nato smo to
isto jato vzorc€ili Se dvakrat (preglednica 2). En dan stare piS€ance iz velike farme smo
vzor¢ili tako, da smo vzorce naklju¢no odvzeli iz vidno umazanih notranjih podlog skatel
za prevoz. Farmo z odraslimi kokoSmi smo razdelili na Sest kvadrantov in s tal vsakega
kvadranta pobrali na izgled sveze vzorce blata. Podobno smo vzor¢ili odrasle kokoSi
manjSih kmetij, le da smo vzorce na obmocju kmetije, kjer so se kokosi gibale, zbirali
naklju¢no. Kokosi med vzorenjem niso imele nobenih o€itnih znakov driske. Pogostnost
pojavljanja C. difficile smo periodi¢no spremljali tudi pri piS€ancih iz ene izmed manj$ih
kmetij. Ti pis€anci so pri prvih dveh vzorcenjih bivali v zaprtem prostoru, loceni od

zunanjega okolja, kasneje pa so jih preselili v zunanje okolje.
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Rektalne brise psov in mack, ki so prejemali antibiotike in imeli drisko ali enteritis smo

zbirali v sodelovanju z veterinarskimi ambulantami iz Podravske regije.

Slika 1: Velika farma za vzrejo kokosi — eden od Stirih zaprtih prostorov.
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Preglednica 2: Pregled vzorcenih Zivali in podatki o Stevilu odvzetih vzorcev.

Vrsta zivali | Skupina Starost Zivali | Stevilo Vzoréno
zivalske vrste ob vzorCenju | vzorcev | mesto
perutnina 1. populacija 14 tednov 8 velika farma
kokosi
2. populacija 1 dan 8
kokosi 15 dni 24
18 tednov 22
pis€anci 1 dan 9 kmetija A
16 dni 10
56 dni 15
81 dni 6
kokosi nesnice | 1-2 leti 37 kmetije
B,C,D,E, F
fazan > 1 leto 10 farma G
jerebica > 1 leto 5 farma G
puran 2-3 leta 4 kmetiji D
pav 5 let 3 kmetija E
goska 3-4 leta 3 kmetija D, E
prepelica 4 mesece 1 kmetija E
grlica 2 leti 1 kmetija E
vrana 2,5 let 1 kmetija H
telicek 4 dni-12 42 kmetije I-U
tednov
pes 1. leglo 12 dni 4 dom 1
27 dni 4
42 dni 4
2. leglo 4 mesece 1 dom 2
z bolezenskimi | 4 mesece -4 | 7 veterinarska
znaki leta ambulanta 1
macka z bolezenskimi | 3 in 12 let 2 veterinarska
znaki ambulanta 1
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3.2.2 Vzorec

32.2.1 Blato

Odvzeto blato smo v hladilni torbi pri temperaturi okrog 4° C prenesli v laboratorij in ga
takoj obdelali ali do uporabe hranili na -20 ° C in ga nato obdelali v roku dveh ur po
odmrznitvi. Vzorce smo razred¢ili z 1-2 ml fizioloske raztopine in 0,5 ml razred¢enega

vzorca prenesli v bogatitveno gojisce.

3222 Bris

Odvzeti rektalni bris smo po vzorcenju prenesli v laboratorij pri temperaturi navedeni v

proizvajalcevih navodilih. Bris smo obdelali takoj po prenosu v laboratorij.

3.2.3 Gojitev in osamitev

Najprej smo vzorec 5-7 dni bogatili v 5 ml tekocega bogatitvenega gojis¢a CDA z dodanim
suplementom SR0096 (Oxoid, Basingstoke,Hampshire, Anglija). Inkubacija je potekala v
anaerobni atmosferi (80 % dusSika, 10 % vodika in 10 % ogljikovega dioksida), ki smo jo
vzpostavili s sistemi Generbox (Generbox anaer, bioMerieux, Marcy 1'Etoile, Francija) pri
temperaturi 37 °C.

Po inkubaciji smo 0,5 ml kulture prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirko, dodali enak
volumen absolutnega alkohola (1:1 v/v), meSanico nato pol ure inkubirali na sobni
temperaturi in jo centrifugirali na 10.000 obratih/min (centrifuga Eppendorf Mini spin plus
z rotorjem F-45-12-11, Westbury, New York, ZDA) 10 minut. Vecino supernatanta (970
ul) smo odstranili, s preostankom pa resuspendirali usedlino. Usedlino smo nato cepili na
selektivno plos¢o CLO. Selektivne plos¢e smo 3 dni inkubirali v anaerobni atmosferi pri
37 °C. Eno ali ve¢ naklju¢no izbranih kolonij, ki so morfolosko ustrezale C. difficile, smo

na krvnem agarju osamili v €isti kulturi in jih shranili pri temperaturi —80 C.

Kolonije, ki so na prvotni plos¢i ustrezale C. difficile smo do osamitve v Cisti kulturi in

karakterizacije imenovali izolati. Ko smo izolat opredelili, ga poimenovali z uradno
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oznako Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor in shranili smo za osamljene bakterije C.

difficile uporabljali izraz sev.

3.2.3.1 Optimizacija osamitve bakterije C. difficile

Na 11 vzorcih perutninskega blata in 10 vzorcih blata teliCkov smo primerjali bogatitev v
in cefoksitin (CC; angl. C. difficile selective supplement) in moksalaktam, norfloksacin in
cistein hidroklorid (CDMN; angl. Clostridium difficile moxalactam norfloxacin selective

supplement) (slika 2).

Pri petih nakljuénih vzorcih telickov smo testirali, ¢¢ moramo meSanico alkohola in
bogatitvene kulture po polurni inkubaciji centrifugirati. Zato smo na plos¢ah CLO
primerjali razmaze 50 pl od 1000 pl necentrifugirane meSanice bogatitvene kulture in

alkohola ter pelet te meSanice (slika 2).

Pri metodi osamitve bakterije iz brisa nas je zanimalo, ¢e je neposredna nacepitev brisa na
selektivno komercialno plos¢o CLO dovolj ocutljiva metoda za zaznavo bakterij, ki so na
brisu. V ta namen smo sedem brisov Stuart in sedem brisov za anaerobe s katerimi smo
vzorcili sedem telickov nacepili direktno na plos¢o CLO, nato pa bris inkubirali Se v
bogatitvenem gojiscu s cefoksitinom in cikloserinom. Enako smo naredili z 11 brisi Stuart,
s katerimi smo vzor¢ili psicke.

Po bogatitvi smo nadaljevali z dodajanjem alkohola h kulturi (1:1 v/v) in izolacijo koncali

po obicajnem postopku (glej 3.2.3.), plos¢e z direktnim razmazom brisa pa pregledali
(slika 2).
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Vzorec
21 vzoteew 23 wzoroey
blato bris
bogatiter v CDA + CDMN hogatitev v CDA + CC neposredno hogatitev
naplefée v CDA+CC
CLO
(komercialto
selektivno
trdno gojigce)
alkoholni S0k alkoholni S0k alkoholni S0k
l 3 vzorcev
cenirifugiranje cenirifugiranje brez centrifugiranja centrifugiranje
CLO CLO
(komercialno (komercialno (komercialno (komercialno
seleldivno seleldivno seleldivnn seleldinn
trdno gojiide) trdno gojisde) trdno gojidde) trdno gojisde)
‘ ! ! |
Ka Ea Ea Ea Ea
(krvno gojiide) (krvno gojiFée) (krvno gojidde) (krvno gojisde)  (krvno gojiide)

Slika 2: Potek optimizacije osamitve bakterije C. difficile iz Zivalskih vzorcev.
CDA: bogatitveno gojis¢e za Clostridium difficile; CDMN: komercialni dodatek, ki vsebuje moksalaktam,
norfloksacin in cistein hidroklorid; CC: komercialni dodatek, ki vsebuje D-cikloserin in cefoksitin; CLO:

komercialno trdno gojisc¢e z D-cikloserinom in cefoksitinom.

3.2.4 Dokaz toksinov

C. difficile toksina A in/ali B smo dokazovali s komercialnim testom VIDAS C. difficile
Toxin A & B (bioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francija), ki temelji na encimskoimunski

metodi.
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VIDAS C. difficile Toxin A & B je avtomatizirana metoda. Testiranje vkljucuje pripravo
vzorca, pripravo supernatanta iz vzorca, prenos supernatanta v strip po proizvajalc¢evih
navodilih, racunalniskih nastavitev in zagon VIDAS naprave. VIDAS napravo moramo
vsakih 14 dni kalibrirati. Rezultat testiranja dobimo izpisan v manj kot dveh urah. Rezultat
je podan kot pozitiven, negativen ali intermediaren, dobimo pa tudi podatek o kvantitativni
vrednosti toksina v vzorcu. V primeru, da je rezultat testiranja intermediaren, moramo test

ponoviti.

S toksinskim testom VIDAS smo analizirali 28 perutninskih in 8 tele¢jih vzorcev blata ter
skupno 33 vzorcev bogatitvene kulture vzorcev fazanov (n = 10), jerebic (n = 5), perutnine

(n=17) in telicka (n=1).

3.2.5 Identifikacija

Morfolosko ustrezne kolonije (slika 3) smo diferencialno barvali po Gramu in jih
mikroskopsko pregledali. S hitrim biokemijskim testom (PRO Discs, Remel, Lenexa,
Kansas, ZDA), ki smo ga izvedli po proizvajalcevih navodilih, smo pri izolatih dokazovali
tudi prisotnost L-prolin-aminopeptidaze. Identifikacijo smo potrdili Se s pomnozitvijo dela
gena cdd3, ki je znacilen za C. difficile in nosi zapis za verjetni ABC transporter (Braun in
sod., 1996). Fragment smo pomnozili z zacetnimi oligonukleotidi Tim6 in Struppi 6, kot so

opisali Braun in sodelavci (1996) (preglednica 3).

Slika 3:Morfologija kolonij C. difficile na selektivni plo§¢i CLO (bioMerieux).
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Preglednica 3: Nukleotidna zaporedja zacetnih oligonukleotidov (ZO).

Produkt Program Oznaka  Nukleotidno zaporedje ZO Vir

PCR PCR Z0

oD . Timé6 S-TCCAATATAATAAATTAGCATTCCA-3' Braun in sod., 1996
Struppi 6  S"GGCTATTACACGTAATCCAGATA-3

) A4N 5-TTATCAAACATATATTTTAGCCATATATC-3' Rupnik in sod., 1997a

A3 2step47
A3C 5S-TATTGATAGCACCTGATTTATATACAAG-3'

- S BIC 5-AGAAAATTTTATGAGTTTAGTTAATAGAAA-3' Rupnik in sod., 1997a
BN 5. CAGATAATGTAGGAAGTAAGTCTATAG-3'

" del gena cdd3, ki je znacilen za C. difficile

* del gena tcdA, ki nosi zapis toksin A

3 del gena tcdB, ki nosi zapis za toksin B

Preglednica 4: Sestava reakcijske mesanice za CD, A3 in B1 PCR.

CD’ A3* BI°
100 pl (za dve reakcijski 100 pl (za dve reakcijski 100 pl (za dve reakcijski
mesanici) mesanici) mesanici)
H,0O 74 ul 67 ul 77 ul
10x pufer PCR' 10 pl 10 pl 10 pl
TMA (10°M) - 10 ul -
MgCl, (25mM) 4 ul 2ul 2 ul
dNTP-ji
(20mM mesanica) ul 4l ul
P1 (10 pmol/ul) 1l 1 ul 1 ul
P2 (10 pmol/ul) 1l 1l 1l
Taq DNA-
polimeraza (5U/ul) 025l 0.25 ul 025l
DNA 3-5 ul »Chelex DNA«ali | 3-5 pl »Chelex DNA« ali | 3-5 ul »Chelex DNA« ali
1,5 ul &iste DNA? 1,5 ul &iste DNA? 1,5 ul &iste DNA?

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

2 DNA izolirana z uporabo kompleta za izolacijo DNA.

? del gena cdd3, ki je znagilen za C. difficile

#del gena tcdA, ki nosi zapis toksin A

> del gena tcdB, ki nosi zapis za toksin B
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Preglednica 5: Pogoji pomnoZevanja s PCR pri toksinotipizaciji, CD PCR in BTb PCR.

Zacetna Prileganje in Koncno L
Program PCR denaturacija St. ciklov*
denaturacija podaljsevanje podaljSevanje
52 °C, 1 min ;
BT 93 °C, 3 min 93 °C, 45s 72°C, 10 min 30
72 °C, 1 min 20s
2step47 93 °C, 3 min 93°C,4s 47 °C, 8 min 47°C, 10 min 35
2stepS7 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.

Po protokolu (preglednica 4) smo v 1,5 ml mikrocentrifugirke zmesali reakcijsko mesanico
za PCR v vrstnem redu, kot je podan v protokolu. MeSanico smo dobro premesali in po 46
ul odpipetirali v mikrocentrifugirke z volumnom 200 pl ter dodali ustrezno koli¢ino DNA.
PCR reakcija s programom BT (preglednica 5) je potekala v ciklicnem termostatu T300

(Biometra, Gottingen, Nemcija).

3.2.6 Osamitev DNA

Izolate smo nacepili na plosce krvnega agarja in inkubirali v anaerobni atmosferi pri 37 °C
1-2 dni. V 120 pl 5 % vodne raztopine »Chelex-100 Resin« smo z zanko dodali 1 pl
enodnevne oziroma dvodnevne kulture. Suspenzijo smo premesali na mesalu, jo 10 minut
inkubirali v vreli vodni kopeli nato centrifugirali pri 12.000 obratih/min (centrifuga
Eppendorf Mini spin plus z rotorjem F-45-12-11, Westbury, New York, ZDA) in dobljeni
supernatant odpipetirali v sveZzo mikrocentrifugirko. Grobi ekstrakt DNA smo pri

temperaturi 4 °C hranili najve¢ 5 dni. Dolgoro¢no smo ga hranili pri temperaturi — 20 °C.

3.2.7 Karakterizacija izolatov

3.2.7.1 Toksinotipizacija

Za dolocevanje toksinotipov smo pomnozili fragmenta A3 in Bl toksinskega lokusa
imenovanega Paloc (slika 4). PomnoZeni fragment A3 smo rezali z restrikcijskim
encimom ECORI, fragment B1 pa z restriktazama HincIl in Accl. Dobljeni restrikcijski

vzorec smo primerjali z ze znanimi vzorci in dolo¢ili toksinotip izolata (Rupnik, 2007a).
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PL2

A2 PL4

F— S
2.0 kb L& kb 1.5kb 20 kb 16 kb
PL1 Bl Bis A3 PE'._.
Caskh 0 Al 3 Tkb 31kh 03 kb
tod R todB tedE todA todC
| | | || | | | | | | | |
HHN HeHe H Ec P Ee E Hel 8
e R Ha Ha 8 He

Slika 4: Toksinski lokus PaLoc (Rupnik, 2007a).

3.2.7.1.1 Verizna reakcija s polimerazo

Zacetni oligonukleotidi, pogoji pomnoZevanja in sestava reakcijske mesanice, ki smo jih

uporabljali so navedeni v preglednicah 3 , 4 in 5. Priprava reakcijske meSanice je opisana

pod tocko 3.2.5.

3.2.7.1.2 Restrikcija pomnozkov PCR

Pomnozene fragmente smo rezali z ustreznimi restrikcijskimi encimi (preglednica 6).

Restrikcijsko meSanico smo pripravili po protokolu podanem v preglednici 6. Tako

pripravljeno mesSanico smo preko noci inkubirali pri temperaturi 37 °C.

Preglednica 6: Sestava restrikcijske meSanice za eno reakcijo restrikcije posameznih pomnoZenih

fragmentov.

A3 restrikcija

B1 restrikcija

| EcoRI Hincll Accl
Restrikcijski encim
H,O 4 ul 8 ul 8ul
»NEBuffer«' 1 ul 2 ul 2 ul
BSA - 0,2 ul -
Encim 0,2 pl 0,2 ul 0,2 pl
Volumen restrikcijske
oo Sul 10ul 10 pl
mesanice
PCR pridelek 15 ul 10ul 10ul

! (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, ZDA)
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3.2.7.1.3 Gelska elektroforeza pomnozkov PCR

Prisotnost pomnoZenih fragmentov in njihovo velikost smo dokazovali v 1 % agaroznem
gelu, ki smo ga pripravili s pufrom 0,5 x TBE. Elektroforeza je potekala 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).

3.2.7.2 PCR-ribotipizacija

Medgenski prostor med 16S in 23S rDNA smo pomnozili po protokolu, ki so ga opisali
Bidet in sod. (1999).
V sterilni 1,5 ml mikrocentrifugirki smo najprej pripravili meSanico za PCR in jo v

ustrezni koli¢ini razdelili v 200 pl mikrocentrifugirke ter dodali ustrezen volumen DNA.

Reakcija je potekala v ciklicnem termostatu T3000 (Biometra, Gottingen, Nemcija).

Uporabljeni zacetni oligonukleotidi, sestava reakcijskih mesanic in program PCR so

opisani v preglednicah 7, 8 in 9.

Preglednica 7: 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

'zagetni oligonukleotidi
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Preglednica 8: : Sestava reakcijske meSanice za PCR-ribotipizacijo po protokolu, ki so ga opisali Bidet

in sod. (1999).

1x50ul

dd H,0 37,0 ul

10 x pufer PCR ' 5,0 ul

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

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

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

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

STY)
DNA 2 t} ilcsfelle)i?)NA

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

* DNA, izolirana z uporabo kompleta za izolacijo DNA

Preglednica 9: Program PCR za pomnoZevanje medgenskega prostora med 16S in 23 S rDNA
bakterije C. difficile (Bidet in sod., 1999).

Stevilo
temperatura cas ciklov
94 °C 3 min
94 °C 1 min
55 °C 1 min

35x
72 °C 2 min
72 °C 15 min

Po kon¢anem ciklic(nem pomnoZevanju smo pomnozke PCR segrevali pri 75 °C, 45 minut.
Pokrov bloka na ciklicnem termostatu in pokrovcke mikrocentrifugirk smo med

segrevanjem pustili odprte.

Za locevanje pomnozkov PCR smo pripravili 3-odstotni agarozni gel. Najprej smo
zatehtali 3,0 g agaroze (Certified™ Low range Ultra Agarose, Bio-Rad, Hercules,
Kalifornija) in v merilnem valju odmerili 100 ml hladnega pufra 1 x TAE. Raztopino smo
4 minute segrevali v mikrovalovni pecici, z obasnim neznim meSanjem na magnetnem
mesalu. Po segrevanju smo gel pocasi ohladili v vro¢i vodni kopeli do priblizno 55-60 °C,

ga vlili v plasti¢ni nosilec, vstavili glavnicek in pocakali priblizno 45 minut, da se strdi.
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Gel smo skupaj z nosilcem prenesli v elektroforezno banjico (Bio-Rad, Hercules,
Kalifornija), odstranili glavni¢ek in gel prelili s hladnim pufrom 1 x TAE. V vdolbinice
gela smo vnesli 20 pl pomnozka PCR in 8 pl nanaSalnega pufra. V prvo vdolbinico smo
vnesli standardno DNA lestvico 100-bp (Biotools, Madrid, Spanija). Standardno DNA
lestvico smo potem vnesli Se v vsako Sesto vdolbinico. Elektroforeza je pri napetosti 80 V
(2,5 V/cm) tekla 5 ur.

Po koncani elektroforezi smo gel z DNA 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).

3.2.7.2.1 Analiza rezultatov

Vzorce fragmentov, ki smo jih dobili s PCR-ribotipizacijo smo analizirali z racunalniskim
programom BioNumerics (Applied Maths). Dobljene vzorce fragmentov smo preverili tudi
ro¢no. Dva seva smo uvrstili v isti PCR-ribotip, ¢e sta imela identi¢en vzorec fragmentov

in v dva razli¢na tipa, Ce sta se razlikovala v vsaj enem fragmentu (Stubbs in sod., 1999).

3.2.7.2.2 Nomenklatura

PCR-ribotipe, ki smo jih dolo¢ili pri Zivalih, smo oznacili s C1-C17. V primeru, da so PCR
ribotipi najdeni pri Zzivalih bili identicni PCR-ribotipom v zbirki sevov Oddelka za
raziskovalno dejavnost, Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor so pridobili tudi njihovo
oznako. PCR ribotipi v zbirki so poimenovani po standarni mednarodni Cardiff
nomenklaturi (z arabskimi Stevilkami) na podlagi referenénega PCR-ribotipa (Stubbs in
sod., 1999), ali po interni nomenklaturi (z besedo SLO in trimestno arabsko Stevilko) v

primeru, da se ne ujemajo z nobenim od referen¢nih PCR-ribotipov.
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3.2.7.2.3 Primerjava C. difficile PCR ribotipov Zivalskega in ¢loveskega izvora

C. difficile PCR-ribotipe zivalskega izvora smo z racunalni$kim sistemom BioNumerics
(Applied Maths) primerjali s PCR ribotipi iz zbirke sevov C. difficile Oddelka za
raziskovalno dejavnost, Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor. Zbirka vkljucuje seve
izolirane iz ljudi in razli¢nih zivali iz Slovenije in drugih drzav sveta.

Primerjavo smo naredili tudi s PCR-ribotipi sevov, ki so jih rutinskem laboratoriju Zavoda
za zdravstveno varstvo Maribor osamili iz klini¢nih vzorcev poslanih iz Podravske regije.
Toksinotipizacijo in PCR-ribotipizacijo teh sevov so naredili na Oddelku za raziskovalno

dejavnost.
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4 REZULTATI

4.1 OPTIMIZACIJA IZOLACIJE

4.1.1 Primerjava neposredne in bogatitvene metode pri osamitvi C. difficile iz brisov

V vzorcih blata telickov Clostridium difficile nismo nasli ne z neposredno metodo ne z
bogatitveno metodo.

Bakterijo smo z bogatitveno metodo osamili iz 3 od 11 (27,3 %) brisov psov, od teh treh
smo v enem (9,1 %) bakterijo zaznali tudi z neposredno metodo. Vzorec iz katerega smo
bakterijo osamili z obema gojitvenima metodama je bil odvzet pri psicki z drisko.
Dolo¢itev kolonij, morfolosko podobnih C. difficile so na direktno nacepljenih selektivnih
plod¢ah CLO otezevale kolonije z drugimi morfologkimi lastnostmi. Stevilo CFU, ki so
bile podobne C. difficile kolonijam, je pri direktni nacepitvi brisa znaSalo priblizno 100.
Bogatitev je podala nekoliko boljsi rezultat, saj nam je na nekaterih ploscah poraslo celo

ve¢ kot 300 CFU, ki so morfoloSko ustrezale C. difficile.

4.1.2 Primerjava dveh selektivnih suplementov pri bogatenju vzorca

C. difficile smo z bogatitvijo vzorca blata v gojis¢éu CDA s cikloserinom in cefoksitinom
(dodatek CC) osamili iz 7 od 21-ih (33,3 %) vzorcev in iz 4 (19,0 %) vzorcev blata z
bogatenjem vzorca v CDA z dodanim norloksacinom, moksalaktamom in cistein
hidrokloridom (CDMN). Bogatitev v gojis¢u CDA s cikloserinom in cefoksitinom je bila
boljsa tako pri telecjih kot pri perutninskih vzorcih z izolacijskim delezem 20,0 % in 45, 5
%. Pri bogatitvi s CDMN smo C. difficile osamili pri 10,0 % vzorcev telickov in pri 27,3
% perutninskih vzorcev. 1z 2 od 24-ih vzorcev smo C. difficile le z metodo bogatitve v
g0jis¢u CDA z dodanim CDMN suplementom, 6/24 vzorcev pa je bilo pozitivnih le v

primeru bogatitve s cikloserinom in cefoksitinom (preglednica 10).
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Preglednica 10: Primerjava bogatitve Zivalskega vzorca blata v gojis¢u CDA z dvema razli¢cnima

dodatkoma CC in CDMN.

bogatitveno gojisce Stevilo vzorcev blata
. 5 o _ skupno Stevilo
CDMN CC telicki  perutnina
VZOrcev

+ + 1 1 2

+ - 0 2 2

- + 2 4 6

- - 10 4 14

'komercialni dodatek ki vsebuje moksalakta, norfloksacin in cistein hidroklorid

“komercialni dodatek ki vsebuje D-cikloserin in cefoksitin

4.1.3 Optimizacija alkoholnega Soka

Rezultati primerjave inkubacije centrifugirane in necentrifugirane meSanice bogatitvene
kulture in etanola na plos¢ah CLO je pokazala, da je meSanico po alkoholnem Soku
potrebno centrifugirati. Po tridnevni inkubaciji je na Stirih od petih plos¢ CLO, kamor smo
nanesli usedlino meSanice bogatitvene kulture in alkohola zrasla vsaj ena kolonija. Na
plos¢ah CLO (n=5), kamor smo nanesli 50 ul necentrifugirane meSanice pa ni bilo rasti, saj
je koncentracija spor v 50 pl necentrifugirane mesanice bila premajhna, da bi jih na

plos¢ah CLO zaznali.

4.2 NEPOSREDNI DOKAZ TOKSINOV S KOMERCIALNIM TOKSINSKIM TESTOM

S toksinskim testom VIDAS CDAB smo testirali 26 naklju¢no izbranih zivalskih vzorcev.
S testom smo toksin A in/ali B dokazali le v enem od 25 Zivalskih vzorcev blata, iz katerih

smo osamili toksigene C. difficile izolate (preglednica 11).
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Z VIDAS CDAB toksinskim testom smo testirali tudi 33 bogatitvenih kultur po 5 dneh
inkubacije. Toksinov A in/ali B nismo uspeli dokazati pri nobeni od 4 C. difficile

bogatitvenih kultur, kjer smo dokazali toksigeni sev C. difficile (preglednica 12).

Preglednica 11: Neposredni dokaz toksinov A in/ali B s testom VIDAS CDAB v vzorcih blata.

VIDAS CDAB + VIDAS CDAB - skupai
toksigena kultura + 1 24 25
toksigena kultura - 0 11 11
skupaj 1 35 36

Preglednica 12: Dokaz toksinov A in/ali B s testom VIDAS CDAB kulture C. difficile v bogatitvenem

gojiscu.
VIDAS CDAB + VIDAS CDAB - skupaj
toksigena kultura + 0 4 4
toksigena kultura - 0 29 29
skupaj 0 33 33

43 REZULTATI OSAMITVE IN KARAKTERIZACIJE C. difficile 1IZ RAZLICNIH
ZIVALSKIH VRST

4.3.1 Perutnina

43.1.1 Velika farma

C. difficile smo z metodo bogatitve osamili iz 38 od 61 (63,2 %) vzorcev pis¢ancjega blata
zbranih ob Stirih vzoréenjih na veliki farmi. Ker smo iz posameznega primarnega gojisca

osamili ve¢ kot eno kolonijo, je skupno Stevilo izolatov C. difficile 44. Delez pozitivnih
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vzorcev iz prvega vzorcenja, opravljenega pri starosti piScancev 14 tednov, je bil 71,4 %
(preglednica 13). Iz osmih vzorcev blata druge jate piS€ancev, starih le en dan, ki smo jo
vzor€ili na dan prihoda na farmo, nam C. difficile ni uspelo izolirati. Ko smo isto jato
vzor¢ili pri starosti 15 dni, je delez C. difficile pozitivnih vzorcev narastel iz 0 % na 100 %.
Ob tretjem vzorCenju piS€ancev, sedaj starth 18 tednov, je ta delez padel na 40,9 %
(preglednica 13, 18). Delez variantnih toksinotipov med izolati je bil nizek. Le 3 od 44
izolatov smo uvrstili v variantni toksinotip IV. Dva izolata sta bila netoksigena, ostali so
pripadali toksinotipu O (preglednica 13).

Iz petih vzorcev blata smo osamili po 10 C. difficile kolonij iz vsakega. V treh od petih
vzorcev smo nasli ve¢ kot le en genotip C. difficile. Iz dveh posameznih vzorcev smo
osamili C. difficile toksinotipa 0 in netoksigene seve, iz enega pa C. difficile toksinotipa 0
in toksinotipa IV. Na veliki farmi smo skupno zaznali 12 PCR-ribotipov (slika 5). V
posameznem vzorcenju smo nasli 4 do 9 PCR-ribotipov. Vsem trem vzorcenjem sta bila
skupna le 2 PCR ribotipa, ostali so se med vzorcenji razlikovali. Med izolati so
najpogostejsi PCR-ribotipi bili C2 (SLO 026), C1 (SLO 008/002), C5 (SLO 004/014), saj
smo vsakega od teh nasli pri 8-12/44 izolatov, ostali PCR-ribotipi so med izolati imeli le

enega do tri predstavnike.
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Preglednica 13: Stevilo in tipi izolatov C. difficile pri dveh populacijah kokosi iz velike farme.

populacija populacija 1 populacija 2

kokoSi

vzorcenja 1 2 3 4
starost Zivali ob 14 tednov 1 dan 15 dni 18 tednov
vzorcenju

Stevilo vseh 7 8 24 oy
vzorcev

Stevilo pozitivnih 5(71,4%) 0 (0,0%) 24 (100,0%) 9 (40,9%)
vzorcev

Stevilo izolatov 7 0 27 10

C1 (SLO 008/002), /
C2 (SLO 026),

C11 (SLO 048),

C10

PCR-ribotipi

toksinotipi 0(7/7) /

C1 (SLO 008/002),
C2 (SLO 026), C3,
C4,C7

C5 (SLO 004/014),

C6 (SLO 067),

C8 (SLO 016),

C9 (SLO 013/023)
0 (23/27),
IV(3/27),
tox- (1/27)

C1 (SLO 008/002),
C2 (SLO 026),
C12 (SLO 145),
C5 (SLO 004/014),
C3,C4

0 (9/10),
tox- (1/10)
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m 1 2 3 4 5 6 M 7 8 9% 10mM 11 12 13 14 1516 M

Slika 5: Predstavniki C. difficile PCR-ribotipov, ki smo jih osamili na veliki farmi ob razli¢nih
vzorcenjih.

Proge 7-10: PCR-ribotipi C. difficile izolatov iz prvega vzor¢enja (prva populacija kokosi); Proge 11-16:
PCR-ribotipi C. difficile izolatov iz tretjega vzorcenja (drugo vzoréenje druge populacije kokosi); Proge 1-6:
PCR-ribotipi C. difficile izolatov iz Cetrtega vzorlenja (tretje vzoréenje druge populacije kokos$i). M:
standardna DNA-lestvica 100bp (Biotools, Madrid, Spanija).

43.1.2 Kokosi iz manjsih kmetij

Iz vzorcev blata kokosi nesnic starejSih od enega leta smo z metodo bogatitve C. difficile
osamili iz 4 od 37 (10,8 %) vzorcev (preglednica 14, 18) in opredelili 4 izolate. Vsi Stirje
izolati so bili toksinotipa 0. Pri 2/ 4 izolatov smo nasli PCR-ribotip C1 (SLO 008/002),
ostala dva izolata sta bila PCR ribotipa C2 (SLO 026) in C5 (SLO 004/014) (preglednica
14).

Na eni izmed manjs$ih kmetij smo pis¢ance vzorcili ve¢ kot enkrat in v razli¢nih ¢asovnih
razmikih. Ob prihodu 1 dan starih pi§¢ancev na kmetijo, bakterije C. difficile nismo nasli.
Podoben rezultat smo dobili tudi ob analizi vzorcev odvzetih pri piS€ancih starih 16 dni
(preglednica 15). Zivali so v tem obdobju bivale v zaprtem prostoru, loéene od zunanjega

okolja. Priblizno 14 dni pred tretjim vzoréenjem so zivali izpostavili zunanjemu okolju. C.
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difficile smo iz vzorcev blata pis¢ancev starih 56 dni osamili iz 1/15 (6,7 %) vzorcev. Pri
zadnjem vzorcenju pis¢ancev starih 81 dni smo C. difficile osamili iz 1/6 (16,7 %) vzorcev

blata. Iz vsakega kultura pozitivnega vzorca smo osamili po dva izolata. Vsi §tirje izolati so

pripadali toksinotipu 0 in PCR-ribotipu C5 (SLO 004/014) (preglednica 15).

Preglednica 14: Stevilo in tipi C. difficile pri koko§ih iz manjsih kmetij.

kokoSi nesnice

starost Zivali

Stevilo kmetij

Stevilo zbranih vzorcev

Stevilo pozitivnih vzorcev

Stevilo izolatov

PCR-ribotipi

toksinotipi

1-2 leti

5

37

4 (10,8 %)
4

C1 (SLO 008/002),

C2 (SLO 026),

C5 (SLO 004/014)

0 (4/4)

Preglednica 15: Stevilo in tipi C. difficile pri pi§¢ancih iz manj3e kmetije.

reja piS¢ancev znotraj zunaj 17 dni zunaj 42 dni

vzorcenja 1 2 3 4

starost zivali ) ) )

ob vzor&enju 1 dan 16 dni 56 dni 81 dni

Stevilo vseh 9 10 15 6

vzorcev

Stevilo

pozitivnih 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(6,7%) 1 (16,7%)

vzorcev

Stevilo izolatov 0 0 2 2

PCR-ribotipi / / C5 (SLO C5 (SLO
004/014) 004/014)

toksinotipi / / 0(2/2) 0(2/2)
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4.3.2 Ostala perjad

C. difficile smo v manjSem obsegu iskali tudi pri ostalih pticah. Bakterijo smo z

bogatitveno metodo osamili iz 2 od 5 (40,0 %) analiziranih vzorcev jerebic, ene gosi od

treh (33,3 %) preucenih in iz edinega vzorca blata vrane. Bakterije nismo nasli pri puranih,

pavih, grlicah in fazanih. Izolata iz gosi in vrane sta pripadala toksinotipu 0 in bila

razli¢nih PCR-ribotipov, C17 in C14 (preglednica 16 in slika 6). C. difficile izolata, ki smo

ju osamili iz jerebic sta pripadala toksinotipoma XIb in XII in PCR ribotipoma C15 (033)
in C16 (056) (preglednica 16 in slika 6).

Preglednica 16: Stevilo in tipi C. difficile izolatov pri ostalih domadih pticah.

vrsta ptice grlica fazan jerebica puran pav gos vrana prepelica
starost zZivali 2leti >1leto  >1leto 2-3leta  5let 3-41leta 2,51et 4 mesece
Stevilo kmetij 1 1 1 1 1 2 1 1
Stevilo zbranih 1 10 5 4 3 3 1 1
vzorcev
Stevilo pozitivnih 0 2 (40,0%) 0 0 1333%)  1(100,0%) 0
vZorcev
Stevilo izolatov 0 0 2 0 0 1 1 0
C15(033), C17 Cl4
PCR-ribotipi / / / / /
C16 (056)
toksinotipi / / XIb (1/2), / / 0 (1/1) 0 (1/1) /

XI1(1/2)
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Slika 6: PCR-ribotipi C. difficile izolatov iz ptic.
Proga 1: C. difficile PCR-ribotip iz vrane; Progi 2,3: C. difficile PCR-ribotipa iz jerebic; Proga 4: C. difficile
PCR-ribotip iz goske. M: standardna DNA-lestvica 100bp (Biotools, Madrid, Spanija).

4.3.3 Telicki

Skupno smo preiskali blato 40 telickov, dva telicka smo v razmiku vzorcenj priblizno dva
tedna vzorcili dvakrat. Pri 42 vzor¢enjih smo drisko opazili pri 10 telickih, 31 teli€¢kov ni
kazalo bolezenskih znakov, za enega pa podatkov o zdravstvenem stanju nimamo.
Povprecna starost vzorcenih telickov je bila 32 dni. Najmlajsi je bil star le 4 dni, najstarejsi
pa 84 dni. C. difficile smo z metodo izolacije z bogatitvijo osamili iz §tirih od 40 (10,0 %)
telickov oziroma petih od 42 (11,9 %) vzorcev blata, saj sta vzorca enega od dvakrat
vzorCenih telickov bila C. difficile pozitivna v obeh primerih. C. difficile smo osamili iz
telickov starejSih od deset dni in mlaj$ih od 21 dni (preglednica 18). Od teh Stirih C.
difficile pozitivnih teli¢kov sta dva izvirala iz istega hleva, ostala dva pa iz dveh razli¢nih
hlevov. Dva od S§tirih pozitivnih telickov nista imela driske, telicek, ki smo ga vzor¢ili
dvakrat je drisko imel pri obeh vzor€enjih in za enega podatkov o zdravstvenem stanju
nimamo. Skupno smo osamili 7 izolatov, iz 3 C. difficile pozitivnih vzorcev po en izolat C.
difficile, in iz dveh vzorcev dva C. difficile izolata. Vsi izolati so bili toksinotipa 0 in PCR-
ribotipomv C5 (SLO 004/014) (4/7 izolatov) ter C1 (SLO 008/002) (3/7 izolatov). Pri
istem telicku smo pri dveh razlicnih vzor€enjih dva razlicna PCR ribotipa, in sicer, C5

(SLO 004/014) in C1 (SLO 008/002).
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4.3.4 Hisni ljubljencki

43.4.1 Psicki

Stiri mlade psi¢ke iz prvega legla smo vzoréili trikrat vsakih 15 dni. C. difficile smo z
metodo bogatitve uspeli osamiti le iz brisov odvzetih v prvih dveh vzoréenjih, iz 3 /4
psickov starih 12 dni in iz 2/4 psickov starih 27 dni. Pri psickih starih 42 dni bakterije vec
nismo zaznali (preglednica 17, 18). Iz psicka starega 4 mesece iz drugega legla C. difficile
z isto metodo osamitve nismo uspeli osamiti (preglednica 17, 18). Pri prvem vzorcenju
psi¢kov iz prvega legla smo osamili 11 izolatov in pri drugem vzor€enju istega legla 4.
Vseh 15 izolatov je bilo netoksigenih in so pripadali PCR ribotipu C13 (SLO 010)

(preglednica 17). Vsi psicki so bili zdravi in v tem ¢asu niso prejemali antibiotikov.

Preglednica 17: Stevilo in tipi C. difficile izolatov pri mladih psi¢kih.

psicki leglo 1 leglo 2
vzorcenje 1 2 3 1
itzz:)rroés:niji:ali ob 12 dni 27 dni 42 dni 4 mesece
Stevilo zbranih vzorcev 4 4 4 1

Stevilo pozitivnih 3 (75,0%) 2 (50%) 00,0  0(0,0%)
VvZorcev %)

Stevilo izolatov 11 4 0 0

PCR ribotipi C13 (SLO 010) C13(SLO 010) / /

toksinotipi tox- (11/11) tox- (4/4) / /
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Preglednica 18: Kolonizacija zivali s C. difficile glede na starost gostitelja.

Stevilo pozitivnih vzorcev glede na starost Zivali

vrsta 1 dan 2-15 16-27 28-98 99- 126 126 dni-
Zivali dni dni dni dni 2 leti
perutnina 0/0 24/24 - 5/7 9/22 4/37
(0,0%)  (100,0 %) (71,4 %) (40,9 %) (10,8 %)

telicki - 3/14 1/8 0/20 - -

(17,6 %) (12,5 %) (0,0 %)
psicki - 3/4 2/4 0/4 0/1 -

(75,0 %) (50,0 %) (0,0 %) (0,0 %)

4342 Bolni hisni ljubljencki

S pomocjo veterinarskih ambulant nam je uspelo zbrati 7 vzorcev psov s prebavnimi
motnjami. C. difficile smo osamili iz 1/7 vzocev. Vsi §tirje izolati iz tega vzorca so bili
toksinotipa 0 in PCR ribotipa C5 (SLO 004/014) (preglednica 19). C. difficile pozitivna
psicka je imela drisko, bila stara 5 mesecev, pred tem ni bila zdravljena z antibiotiki in je
zivela v zaprtem prostoru.

Od dveh prejetih brisov mack z diagnosticirano drisko smo C. difficile nasli le pri macku
starem 12 let, pred pol leta zdravljenim s cefovecinom. Iz vzorca smo osamili dva izolata.

Oba sta pripadala toksinotipu 0 in PCR ribotipu C5 (SLO 004/014) (preglednica 19).

Preglednica 19: Stevilo in tipi C. difficile izolatov pri hi$nih ljubljen&kih z bolezenskimi znaki, ki so bili

sprejeti v veterinarsko ambulanto

vrsta Zivali psi macke
starost zivali 4 mesece- 4 leta 3in 12 let
Stevilo zbranih vzorcev 7 2

Stevilo pozitivnih vzorcev 1 (14,3%) 1 (50,0%)
Stevilo izolatov 4 2

PCR ribotipi

toksinotipi

C5 (SLO 004/014)
0 (4/4)

C5 (SLO 004/014)
0(2/2)
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4.4 PRIMERJAVA C. difficile PCR-RIBOTIPOV ZIVALSKEGA IN CLOVESKEGA
IZVORA

V raziskavi smo pri razlicnih vrstah zivali dolocili skupno 17 razli¢nih C. difficile PCR
ribotipov (slika 7). Od tega jih je 8 bilo identi¢nih ¢loveskim PCR-ribotipom iz zbirke C.
difficile sevov Oddelka za raziskovalno dejavnost, Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor
(preglednica 20), ki so jih v zadnjih Stirih letih osamili v rutinskem laboratoriju Zavoda za
zdravstveno varstvo Maribor. Se trije Zivalski PCR-ribotipi so bili identi¢ni ¢loveskim
PCR-ribotipom osamljenim iz ljudi, vendar jih v Podravskem obmocju Se nismo zasledili
(preglednica 20). Eden od teh treh je izviral iz drugih delov Slovenije, ostala dva pa iz
drugih drzav.

C. difficile izolate PCR-ribotipa C1 (SLO 008/002) in C5 (SLO 004/014), ki ju lahko
najdemo tudi pri ¢loveku v nasem obmocju smo nasli pri ve¢ kot eni zivalski vrsti

(preglednica 20 in slika 7)
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Preglednica 20: Primerjava ¢loveskih in Zivalskih C. difficile PCR-ribotipov in izvor Zivalskih sevov C.

difficile.
PCR ribotip PCR PCR
. PCR ribotip PCR ribotip
PCR dolocen v ribotip ribotip
o risoten pri risoten pri
ribotip  zbirki sevov P P P P prisoten pri  prisoten pri
. Izvor seva Zivalih/izvor seva  ljudeh v
najden  (internaoznaka/ ljudeh ljudeh
standardna (objavljene Podravski
pri Zivali drugod v (objavljene
mednarodna Studije) regiji - Yo qis
nomenklatura) Sloveniji Studije)
cl SLO008/002  Pperutnina,  da’/ telicek, da da da'?
telicki konj, prasic
C2 SLO 026 perutnina n.z. da da n.z.
perutnina, . .
Cs SLO 004/014  teligki,psi, da’/ telicek da da da
macke
Cé SLO 067 perutnina n.z ne ne n.z
C8 SLO 016 perutnina n.z. da ne n.z.
Cc9 SLO 013/023  perutnina ne da ne da'
Cll1 SLO 048 perutnina n.z. da ne n.z.
C12 SLO 045 perutnina n.z. ne da n.z.
C13 SLO 010 psicki n.z. da da n.z
23/ 1%
C15 033 jerebica da™ telicek, ne ne ne
prasi¢
Cl6 056 jerebica ne da da da’

n.z.: podatek ni znan (zaradi manjkajo¢e mednarodne oznake PCR-ribotipa in s tem nemogoce primerjave
PCR-ribotipov)

!'. Barbut in sod., 2007
% Keel in sod., 2007

3: Rodriguez-Palacios in sod., 2006
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Dice (Opt:1.10%) (Tol 1.1%-1.1%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
Ribotyping Ribotyping

M@ Strain Toxinotype PCR-ribotype Source
| | L B P23 0 C1 (SLO 008) perutnina
T 3 T3-2 0 C1(SLO 008) telicek
. l . |'|. p27 0 C3 perutnina
i T P35 0 C8 (SLO 016) perutnina
. | l '. .l ' P28 0 C4 perutnina
AR R AR P29-2 0 C2 (SLO 026) perutnina
. 4 - - l P37-1 v C9 (SLO 013) perutnina
' | ? ‘ “ ' F15 Xl C16 (056) jerebica
IRIRE BB PSOZ8-12  tox- C13(SLO 010) pes
' ' ” ' ' ' VR1-2 0 C14 vrana
| | B W P31-1 tox- C6 (SLO 067) perutnina
LR AR GOos3 0 c17 gos
BETE B P11 0 C11 (SLO 048) perutnina
1111 118 P86-2 0 C12 (SLO 045) perutnina
11 L BE P30 0 C5 (SLO 004) perutnina
11 wiy o 0 C5 (SLO 004) telicek
L 1 mom PSOZ22 0 c5 bes
wi min MSC22 0 cs matka
- Bur 1 F14 Xlb C15(033) jerebica
l ' | ' P9 0 c10 perutnina

Slika 7: Clostridium difficile PCR-ribotipi najdeni pri Zivalih.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V okviru diplomskega dela smo ugotavljali pogostnost bakterije C. difficile pri nekaterih
domacih zivalih in hi$nih ljubljenckih v Sloveniji ter dolocili tipe, ki so s temi zivalmi
povezani. Za uspesno dolocitev pogostnosti smo najprej optimizirali metodo vzor¢enja in

osamitve bakterije iz samega vzorca.

5.1.1 Metode za izolacijo in detekcijo bakterije in toksinov Clostridium difficile pri
Zivalih in ljudeh

Za uspesno osamitev C. difficile iz vzorca je pomembna uporaba primerne gojitvene
metode. Zato smo v nasi razskavi zeleli ugotoviti, ali je direktna nacepitev Zivalskega blata
na cefoksitin-cikloserin-fruktozno plosc¢o (CLO) dovolj obcutljiva in selektivna metoda za
osamitev C. difficile. Ugotovili smo, da bo delo s to gojitveno metodo zaradi rasti
kontaminant in manjSega $tevila C. difficile kolonij v primerjavi z bogatitveno metodo s
tekoCim gojis¢em z dodanim cefoksitinom in cikloserinom ter alkoholnim Sokom te
bogatitvene kulture tezje. Prav tako je izolacijski delez v primeru bogatitve vzorca v
primerjavi z direktno nacepitvijo vzorca bil visji (27,3 %), kar je skladno z ze objavljenimi
porocili pri osamitvi bakterije iz ¢loveskih vzorcev, kot so vaginalni brisi in vzorci blata (O
" Farrell in sod., 1983; Arroyo in sod., 2005a). Z direktno metodo smo bakterijo osamili le v
primeru bolne zivali, kar potrjujejo porocila nekaterih avtorjev, da bogatitev v primeru
aktivne bolezni ni potrebna. Bogatitvena metoda v selektivnem tekocem gojiscu je
priporocljiva pri okoljskih in epidemioloskih raziskavah ter raziskavah asimptomatskih
prenaSalcev (Brazier, 1998). Bogatitev je prav tako primerna za osamitev C. difficile iz
klini¢nih vzorcev, kjer ne moremo zagotoviti ustreznih pogojev shranjevanja vzorcev kot
sta Cas in temperatura (Arroyo in sod., 2005a). V nekaterih okoljskih raziskavah pa lahko
zasledimo, da z uporabo kontaktnih cikloserin-cefoksitin-fruktozna plo$¢ pri osamitvi
bakterije iz okolja dobimo boljse rezultate kot s tekocim gojisc¢em iste sestave (Clabots in

sod., 1991).
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V prihodnje smo pri vseh vrstah Zivali, razen pri psickih z znaki bolezni podobni CDI,
vzorce najprej bogatili. Po primerni inkubaciji vzorca v bogatitvenem gojiscu (glej 3.2.3.1)
smo s 500 pl kulture naredili alkoholni Sok in meSanico bogatitvene kulture in etanola
centrifugirali, da smo spore skoncentrirali. Brise psickov, dobljenih iz veterinarskih
ambulant smo cepili direktno na selektivno plos¢o, vendar bris za tem Se vseeno bogatili v
primeru premajhne selekcije ali obcutljivosti plos¢e pri dolocenem vzorcu.

Za optimizacijo bogatitvene metode smo preizkusili dva razli¢na dodatka, ki sta na trzis¢u
trenutno na voljo: »C. difficile selective supplement«, ki je meSanica D-cikloserina in
cefoksitina (CC) ter dodatek, ki je meSanica moksalaktama, norfloksacina in cistein
hidroklorida (CDMN). Bogatitev z D-cikloserinom in cefoksitinom in alkoholnim Sokom
se je v nasprotju z nekaterimi porocili, kjer so sicer delali s plo§¢ami in ne bogatitvenim
gojis¢em ter klini¢nimi vzorci (Aspinall in Hutchinson, 1992) z delezem izolacije 33,3 %
izkazala za boljSo kot bogatitev s CDMN z deleZzem izolacije 19,0 %. Vi§ji deleZ izolacije
pri bogatenju vzorca s CC smo dosegli tako pri perutnini kot pri telickih. V nadaljevanju
smo zato pri osamitvi C. difficile iz zivalskih vzorcev uporabljali tekoCe gojisée z D-
pripisali prevelikim inhibitornim u€inkom antibiotikov CDMN. Rasti izolatov, ki smo jih
dobili le pri bogatenju s cikloserinom in cefoksitinom pa nismo preverili na gojiscu s
CDMN suplementom, zato te trditve ne moremo ovreci niti potrditi. Vzrok za dobljene
rezultate bi lahko bil tudi v povecani rasti kontaminant iz perutninskih in tele¢jih vzorcev
blata, saj se njuna normalna ¢revesna mikrobna flora razlikuje od ¢loveske, na kateri je
ucinek izbranih antibiotikov preverjen (Aspinall in Hutchinson., 1992). Neucinkovito
zaviranje rasti kontaminant bi lahko vodilo do neugodnih pogojev v gojiscu za rast C.
difficile. Pri dveh perutninskih vzorcih smo bakterijo osamili le v primeru bogatenja v
g0jis¢u z dodanim CDMN suplementom. Genotip teh izolatov je bil enak kot pri nekaterih
izolatih, ki smo jih osamili z gojisem s cikloserinom in cefoksitinom, zato bi ta tip C.
difficile lahko teoreticno osamili tudi v cikloserin-cefoksitin bogatitvenem gojis¢u. Mozno
je, da sta v tem primeru norlfloksacin in moksalaktam v gojiscu delovala bolj selektivno na
ostalo mikrobno populacijo v vzorcih kot cikloserin in cefoksitin in tako preprecila

prekomerno rast kontaminant.
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Najbolj obcutljivi (> 92 %) in specificni (>99 %) metodi pri postavljanju diagnoze CDAD
pri ljudeh sta test citotoksi¢nosti, ki velja za zlati standard in dokaz toksigene kulture
(Barbut in sod., 1993). V rutinskih laboratorijih so danes v uporabi Stevilni komercialni
ELISA-testi, vendar pa so v primerjavi s testom citotoksi¢nosti slabo obcutljivi in slabo
specifi¢ni (Barbut in sod., 1993; Shin in sod., 2009). Komercialni ELISA-testi pri mnogih
zivalskih vrstah Se niso validirani. Ker je test citotoksi¢nosti drag in delovno zahteven ter
dokaz toksigene kulture s testom citotoksi¢nosti primerljivo specificen in obcutljiv smo v
nasi raziskavi doloc¢evanja toksinov A in/ali B rezultate komercialnega ELISA-testa
primerjali s toksigeno kulturo. Obcutljivost VIDAS CDAB s katerim smo testirali
preutninske in tele¢je vzorce blata in bogatitvene kulture teh vzorcev je bila v primerjavi z
dokazom toksigene kulture nizka. Slabo obcutljivost in specifi¢nost komercialnih ELISA-
testov pri razli¢nih zivalskih vrstah kot so psi (Weese in sod., 2001; Chouicha in Marks,
2006) in telicki (Rodruigez-Palacios in sod., 2006, Pir§ in sod., 2008) opisujejo tudi
Stevilni drugi avtorji. Lazno pozitivnih rezultatov pri testiranju vzorcev z VIDAS CDAB
sami nismo dobili. Encimsko imunski testi pa so se pokazali za uporabne pri diagnozi
bolezni pri praSickih (Songer in Anderson, 2006), uporabljajo pa jih tudi pri diagnostiki
CDI pri konjih (Baverud, 2002).

5.1.2 Prisotnost Clostridium difficile pri razli¢nih Zivalskih vrstah

V Sloveniji je o bakteriji C. difficile pri teli¢kih in hi$nih ljubljenc¢kih malo znanega. Do
sedaj objavljeni podatki se nanasajo ve¢inoma na prasicke in v manjSem obsegu na telicke
(Pir§ in sod., 2008). V diplomskem delu smo prvi¢ v Sloveniji in Evropi preucevali tudi

prisotnost bakterije pri perutnini.

Nasi rezultati preucevanja psickov, teliCkov in perutnine kazejo na to, da C. difficile lahko
pogosto najdemo pri mladih zivalih. To opazajo tudi Stevilni drugi avtorji (Perrin in sod.,
1993; Buogo in sod., 1995; Rodriguez-Palacios in sod., 2006). Podobno velja tudi za
prasic¢e (Songer in Anderson, 2006) in konje (Baverud, 2002).
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Vloga C. difficile pri mnogih zivalih, vklju¢no s teli¢ki, mackami in psi Se ni popolnoma
pojasnjena. Bakterijo lahko v podobnem delezu osamimo iz Zivali z in brez bolezenskih
znakov (Perrin in sod., 1993; Buogo in sod., 1995; Rodruigez-Palacios in sod., 2006,

Hammit in sod., 2007), s ¢emer se skladajo tudi nasi rezultati.

Pri psih z in brez driske lahko bakterijo osamimo iz 0-40 % vzorcev, osamili pa so jo tudi
ze 1z psov s kroni¢no drisko. Psicki, ki so stari manj kot 10 tednov so pogosto
asimptomatski nosilci bakterije (Perrin in sod., 1993; Buogo in sod., 1995). Bakterijo smo
pri mladih psi¢kih v visokem delezu osamili tudi mi. Psic¢ki so v Casu kolonizacije prav
tako bili zdravi. Kolonizacijo psi¢kov smo nazadnje opazili pri starosti 3 tednov, nekoliko
mlaj$ih kot po nekaterih poroCilih. S starostjo je hitro padala. Clostridium difficile
pozitivna psicka in macek, katerih vzorec smo dobili iz veterinarske ambulante sta imela
drisko. Vzrok driske bi tukaj lahko bil toksigeni sev C. difficile, ki smo ga osamili iz

VZOrcev .

Piscanci in koko$i so med vzorCenjem izgledali zdravi, nekoliko mehkejSo sestavo blata
smo opazili le v nekaj primerih. Glede na delez pozitivnih vzorcev blata piS¢ancev iz
velike farme ob razli€nih vzorénih ¢asih lahko sklepamo, da piS€anci na farmo prispejo
nekolonizirani s C. difficile, se kmalu po prihodu okuzijo, nakar kolonizacija doseze vrh,
saj smo ze po 15 dneh bakterijo osamili iz vseh zbranih vzorcev. Delez koloniziranih
pis€ancev zacne hitro strmo padati (delez C. diffcile pozitivnih vzorcev petnajst dni starih
piScancev je iz 100,0 % po 16 tednih padel na 40,9 %). O naglem padcu kolonizacije s

staranjem porocajo tudi pri teli¢kih (Rodriguez-Palacios in sod., 2006).

V primerjavi z delezi izolacije, o katerih porocajo iz Afrike (17,5 %- 29,0 %; Simango
2006; Simango in Mwakurudza, 2008), je nas delez izolacije iz perutninskih vzorcev blata
na eni farmi bil veliko vis§ji. Starosti vzor€enih Zivali, ki se je v naSem primeru izkazala za
pomemben vpliv na delezZ izolacije, avtor v afriski raziskavi ni navedel. Tako bi nizji delez
osamitve lahko pripisali starosti kokosi ali pa neprimerni gojitveni metodi, saj v tej Studiji
raziskovalci niso uporabljali metode bogatitve ampak metodo direktne nacepitve, ki je na
podlagi nasih rezultatov manj oCutljiva metoda. Delez C. difficile pozitivnih vzorcev

koko$i iz manjSih (domacih) kmetij je po njihovih poro€anjih vi§ji kot delez iz
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komercialnih farm, kar je v nasprotju z nasimi rezultati, saj je delez osamitve bakterije iz
kokosi nesnic, vzor¢enih na manjsih kmetijah v primerjavi z veliko farmo bil veliko nizji.
C. difficile pozitivne kokosi smo nasli le na dveh od Sestih kmetij. V afriski raziskavi za
nizji izolacijski delez pri farmskih koko$ih avtor za mozen vzrok poda slabe higienske
razmere v katerih domace kokosi zivijo. V naSem primeru bi visoko prevalenco C. difficile
na veliki farmi lahko pripisali velikemu Stevilo kokosi na eni farmi, kjer stelje med vzrejo
ne menjajo in se tako okuZene kokosi in njihovi iztrebki pomesajo med neokuzene kokosi.
Kokosi iz manjsih kmetij so bile veliko starejSe od farmskih kokosi, kar bi prav tako lahko

prispevalo k nizZjemu izolacijskemu delezu.

Periodi¢no smo vzor¢ili tudi piS€ance na eni izmed manjSih kmetij. Za razliko od farmskih
kokosi, bakterije po 15 dneh iz vzorcev pis€ancev iz manj$e kmetije nismo osamili. Vzrok
za to bi lahko bil nacin vzreje, saj so piS€ance v tem Casu vzrejali v zaprtem prostoru in z
zunanjim okoljem niso imeli neposrednega stika. Pis¢anci so bili C. difficile pozitivni Sele
pri starosti 56 dni in po tem, ko so jih izpostavili zunanjemu okolju. Delez pozitivnih
vzorcev je s Casom bivanja na prostem narascal. Razen tega je bil vir enodnevnih

pis€ancev pri farmi in majhni kmetiji razlicen.

Poleg kokosi je lahko nosilec bakterije C. difficile tudi druga perjad. Od pernatih vrst, ki
smo jih preucevali smo bakterijo nasli pri vrani, jerebicah in gosi. Nekateri poroc¢ajo o
prisotnosti bakterije Se pri pticah kot so race, goske (Borriello in sod., 1983) in noji
(Frazier in sod., 1993), vendar je podatkov o bakteriji pri perjadi malo. Ceprav v tukaj
opisanem vzorcenju v jati starejSih fazanov bakterije nismo nasli, smo jo nadaljevanju
Studij pri zivalih bakterijo osamili pri fazanih starih manj kot 1 mesec, kar ponovno

potrjuje hipotezo, da so zelo mladi osebki pogosto kolonizirani s C. diffcile.

Delez pozitivnih vzorcev telickov je v diplomskem delu nizji od kanadskih in ameriskih
(Rodruigez-Palacios, 2006; Hammit in sod., 2007), vendar pa vis§ji od do sedaj objavljenih
rezultatov v Sloveniji (Pir§ in sod., 2008). Razlike med nasimi rezultati in Ze objavljenimi

v Sloveniji so najverjetneje nastale zaradi nacina osamitve bakterije iz vzorca
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Variantni toksinotipi so pri Zivalih pogosti, predstavljajo lahko kar 20-100 % izolatov
(Rupnik in sod., 2003; Rupnik, 2008). Med temi variantnimi toksinotipi je najbolj pogost
toksinotip V (PCR-ribotip 078 ali 066), ki ga v visokem delezu najdemo pri telickih,
prasickih in konjih (Keel in sod., 2007; Pir§ in sod., 2008; Rupnik in Marks, 2009).
Presenetljivo je bil celoten delez variantnih toksinotipov pri zivalih vklju¢enih v nase delo
nizek. Variantne toksinotipe smo dolocili le pri piS€ancih (IV) in jerebicah (XIb, XII).
Toksinotip IV lahko najdemo pri konjih, pri prasickih in govedu pa tega toksinotipa do
sedaj Se niso nasli (Rupnik, 2009). Oba toksinotipa, ki smo ju nasli pri jerebicah sta pri
zivalih Ze bila najdena. Toksinotip XI (PCR ribotip 033) so do sedaj nasli pri prasi¢ih in
govedu (Rodriguez-Palacios in sod., 2006; Keel in sod., 2007). Med Zivalskimi izolati

nismo zaznali niti enega izolata, ki bi pripadal toksinotipu V in PCR ribotipu 078.

Raznolikost sevov pri pis¢ancih iz velike farme je bila veliko vecja, kot v nekaterih
geografskem obmocju pa lahko, npr. pri konjih najdemo 10-12 PCR-ribotipv (Arroyo in
sod., 2005b; Keel in sod., 2007), ali prasickih 2-4 PCR-ribotipov (Keel in sod., 2007; Pir$
in sod., 2008). O 12 PCR-ribotipih na eni farmi, kot smo jih nasli pri piS¢ancih, Se niso
porocali. PCR-ribotipi so se med vzorcenji razlikovali, ponavljala sta se dva PCR-ribotipa
Cl (SLO 008/002) in C2 (SLO 026), ki sta poleg C5 bila (SLO 004/014) ena
najpogostejsih tipov na farmi. Te PCR-ribotipe smo dolo¢ili tudi pri koko$ih iz manjsih

kmetij, bolni psicki, bolnem macku in telickih.

Iz treh pis¢ancjih vzorcev smo osamili dva razli¢na tipa C. difficile. V dveh vzorcih smo
istocasno dolocili toksinotip 0 in netoksigeni sev, v enem pa toksinotip 0 in variantni

toksinotip IV. Izgleda, da dolo¢eno Zzival lahko isto¢asno kolonizira vec kot en sev.

5.1.3 Ujemanje genotipov Clostridium difficile pri Zivalih in ljudeh

Epidemiologija CDI se je zacela spreminjati. Eden od moznih vzrokov za te spremembe je
vnos bakterije iz Zivalskega rezervoarja, zato se v zadnjem Casu veliko pozornosti posveca

primerjavi izolatov Zivalskega in ¢loveskega izvora.
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S primerjavo zivalskih in ¢loveskih izolatov C. difficile smo ugotovili, da je 8 zivalskih
PCR-ribotipov iz Podravskega obmocja prisotnih tudi pri ljudeh iz istega geografskega
obmocja. V nasem obmocju pri telickih, perutnini in mackah ter psih z bolezenskimi znaki
CDI prevladuje PCR-ribotip C5 (SLO 004/014) . V letih 2006, 2007 in 2008 je ta tip
predstavljal ve¢ kot Cetrtino izolatov osamljenih iz klini¢nih vzorcev, ki so izvirali iz istega
geografskega podrocja kot je potekala nasa raziskava. Ti rezultati nakazujejo, da med

zivalmi in ljudmi obstaja velika verjetnost prenosa C. difficile.

Ujemanje med sevi Zivalskega in ¢loveskega izvora opaZajo tudi v Ameriki in Kanadi
(Arroyo in sod., 2005b; Rodriguez-Palacios in sod., 2006; Keel in sod., 2007). V Kanadi so
pri izolatih telickov dolo¢ili tipa 027 in 017, ki pri ljudeh po svetu povzrocata epidemije
(Rodriguez-Palacios in sod., 2006). PCR-ribotip 078, ki je v Ameriki pri govedu in
prasi¢ih prevladujoc tip so nasli le pri enem od 23 zbranih ¢loveskih tipov. Vendar pa ta tip
ni kliniéno nepomemben, saj se vse ve¢ pojavlja v Kanadi in na Nizozemskem (Debast in
sod., 2009). PCR-ribotipa 017 in 078 sta prisotna tudi v surovem mesu (Songer in sod.,
2009). Prisotnost tega tipa v hrani, pri prasic¢ih, govedu in konjih ter vse vecja prevalenca
tega tipa pri ljudeh potrjuje predpostavko, da se bakterija C. difficile prenasa med zivalmi

in ljudmi.

Stanje v Sloveniji je glede C. difficile okuzb nac¢eloma stabilno, vendar tudi pri nas Stevilo
postopno narasca. C. difficile se $e vedno najpogosteje pojavlja pri starej$ih ljudeh, vendar
ga danes pogosto izoliramo tudi iz skupine ljudi z nizkimi dejavniki tveganja: pri mlajSih
ljudeh in ljudeh brez predhodnega antibioti¢nega zdravljenja ter bivanja v bolni$nici.
Genotipi C. difficile, ki se pojavljajo pri nasih zivalih in bolni$nicah se prekrivajo in se

razlikujejo od visokovirulentnih tipov, ki prevladujejo drugod po svetu.
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5.2 SKLEPI

Na podlagi rezultatov, zbranih v diplomski nalogi lahko zaklju¢imo:

- izolacijski delez Clostridium difficile je z uporabo bogatitvenega gojis¢a s
cikloserinom in cefoksitinom v primerjavi z isto osnovo in dodanim
norfloksacinom, moksalaktamom ter cistein hidrokloridom visji

- obcutljivost VIDAS CDAB testa pri Zivalskih vzorcih blata in bogatitveni kulturi je
nizka, zato je ta encimskoimunski test za analizo Zivalskih vzorcev neprimeren

- v Sloveniji lahko C. difficile najdemo pri telickih, perutnini, nekaterih pticah kot so
jerebice, vrana in gos ter pri psih in mackah

- C. difficile lahko pogosto osamimo iz mladih Zivali

- raznolikost genotipov pri pis€ancih je vi§ja kot pri drugih zivalskih vrstah

- dolocene C. difficile genotipe lahko sre¢amo pri vecih razli¢nih zivalskih vrstah in
ti so obicajno prisotni tudi med ¢loveskimi izolati

- pri zivalih in ljudeh lahko najdemo identi¢ne C. difficile genotipe, kar kaze na

moznost prenosa med tema dvema gostiteljema
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6 POVZETEK

Clostridium difficile je eden izmed pomembnejsih povzrociteljev bolni$ni¢nih okuzb. V
zadnjem Casu pogostnost in resnost bolezni povzrocene s C. difficile naras¢a. Narasca tudi
Stevilo izvenbolniSni¢nih okuzb, bolezen se pojavlja pri mladih, zdravih osebah, ki niso
bile izpostavljene dejavnikom tveganja. Omenjene epidemioloske spremembe so lahko
posledica selekcijskega pritiska v okolju in pojava novih variantnih tipov, kot je
BI/NAP1/027. Vzrok za spremembe je lahko tudi vnos bakterije iz/v enega od novih
rezervoarjev. Eden od moznih rezervoarjev za okuzbo s C. difficile so zivali, kjer bakterija
postaja vse bolj pogosta in pomembna. Zato je vazno, da poznamo pogostnost in genotipe
C. difficile pri zivalih v dolo¢enem geografskem okolju. Za Slovenijo imamo do sedaj

podatke o C. difficile pri prasicih in deloma pri telickih.

V diplomskem delu smo preucili pogostnost in tipe C. difficile pri govedu, nekaterih vrstah
perjadi (fazani, jerebice, goske, vrane, prepelice, purani, grlice, pavi) in hi$nih ljubljenckih
v Podravski regiji ter jih nato primerjali s tipi najdenimi pri ¢loveku. Prvi¢ v Sloveniji in

Evropi smo preucevali tudi prisotnost bakterije pri perutnini.

Ker je za uspe$no osamitev C. difficile iz vzorca pomembna uporaba primerne gojitvene
metode, smo s primerjavo direktne in bogatitvene gojitvene metode ter primerjavo dveh
komercialnih suplementov, CC (cikloserin in cefoksitin) in CDMN (norfloksacin,
moksalaktam in cistein hidroklorid), metodo osamitve C. difficile najprej optimizirali. Na
manj$i podskupini Zivalskih vzorcev smo dolocili tudi obcutljivost komercialnega

toksinskega ELISA-testa VIDAS CDAB, ki je namenjen testiranju klini¢nih vzorcev.

Nasi rezultati so pokazali, da je z bogatitvijo vzorca v bogatitvenem gojis¢u s cikloserinom
in cefoksitinom delez osamitve v primerjavi z bogatitvijo v bogatitvenem gojis¢u s CDMN
in neposredno gojitveno metodo vi§ji. Z neposredno metodo smo bakterijo osamili le v
primeru bolne zivali, kar potrjuje porocila nekaterih avtorjev, da bogatitev v primeru

aktivne bolezni ni potrebna.
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Obcutljivost VIDAS CDAB s katerim smo testirali vzorce blata perutnine in telickov ter
bogatitvene kulture naklju¢no izbranih vzorcev je bila v primerjavi z dokazom toksigene
kulture nizka. Slabo obcutljivost in specificnost komercialnih ELISA-testov pri razlicnih
zivalskih vrstah kot so psi in telicki opisujejo tudi Stevilni drugi avtorji. Lazno pozitivnih

rezultatov pri testiranju vzorcev in bogatitvene kulture z VIDAS CDAB nismo dobili.

C. difficile smo v visokem delezu osamitve iz vzorcev blata mladih zivali: pis¢ancev (6,7
% - 100 %), psickov (50-75 %) in telickov (11,9 %). C. difficile smo osamili tudi iz blata

starejSih kokosi, jerebic, goske, vrane, in odraslega bolnega psa ter bolne macke.

Po dosedanjih porocilih z zivalmi pogosto povezujemo variantne seve Clostridium difficile,
ki imajo spremembe v genih za toksin A (TcdA) in toksin B (TcdB) ter proizvajajo tretji
toksin, imenovan binarni toksin (CDT). Predstavljajo lahko kar 20-100 % izolatov pri
zivalih. Med temi variantnimi toksinotipi je najbolj pogost toksinotip V (PCR-ribotip 078
ali 066). Presenetljivo je bil celoten delez variantnih toksinotipov pri zivalih, vkljucenih v
nase delo, nizek. Variantne toksinotipe smo dolocili le pri pis¢ancih (IV) in jerebicah (XIb,
XII). Med Zzivalskimi izolati nismo zaznali niti enega izolata, ki bi pripadal toksinotipu V

in PCR-ribotipu 078.

Raznolikost PCR-ribotipov zivalskih izolatov je v primerjavi s ¢loveskimi manjsa. V
diplomskem delu smo pri preuc¢evanih zivalih nasli skupno 17 PCR-ribotipov. Raznolikost
sevov pri pis€ancih iz velike farme v naSi raziskavi je bila veliko veéja (skupno 12
razlicnih PCR-ribotipov), kot v nekaterih raziskavah drugih domacih zivali, kjer na eni
farmi najdemo en PCR-ribotip. NajpogostejSi PCR-ribotipi pri Zivalskih izolatih so bili C1
( SLO 008/002) , C2 (SLO 026), C5 (SLO 004/014). Prevladovali so na veliki perutninski
farmi, dolocili pa smo jih tudi pri kokoSih iz manjsih kmetij, bolni psicki, bolnem macku in

telickih.

S primerjavo zivalskih in ¢loveskih izolatov C. difficile smo ugotovili, da je 8 zivalskih
PCR ribotipov iz Podravskega obmocja prisotnih tudi pri ljudeh iz istega geografskega
obmoc¢ja, dodatni trije pa so identi¢ni izolatom najdenih pri ljudeh izven naSega

geografskega obmocja. V nasem obmocju pri telickih, perutnini in mackah ter psih z
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bolezenskimi znaki CDI prevladuje PCR-ribotip C5 (SLO 004/014) . V letih 2006, 2007 in
2008 je po podatkih Zavoda za zdravstveno varstvo Maribor ta tip predstavljal ve¢ kot
Cetrtino izolatov osamljenih iz klini¢nih vzorcev, ki so izvirali iz istega geografskega
podrocja kot je potekala nasa raziskava. Ti rezultati nakazujejo, da verjetnost prenosa C.

difficile iz Zivali na ljudi obstaja.

V Sloveniji se tipi C. difficile, ki se pojavljajo pri zivalih in ljudeh prekrivajo in se

razlikujejo od visokovirulentnih tipov, ki prevladujejo drugod po svetu.
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