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Genotipizacija toksigenih sojeva Clostridium
difficile
Genotyping of toxigenic strains of Clostridium difficile

Tanja Petrovic¢’, Sanja Jakovac

\ Zavod za mikrobiologiju i molekularnu
dijagnostiku, SveuciliSna klinicka bolnica

Sazetak. Cilj: Cilj rada je molekularna analiza radi utvrdivanja genotipova toksigenih sojeva C. Mostar, Bosna i Hercegovina

difficile. Ispitanici i metode: IstraZivanje je provedeno na uzorcima stolice bolnickih
pacijenata Sveucilisne klinicke bolnice Mostar. U stolicama je ELFA tehnikom (engl. Enzyme
Linked Fluorescent Assay) dokazana produkcija A i B toksina. Izolirana C. difficile umnozena je
PCR reakcijom (engl. polymerase chain reaction), a hibridizacijskom metodom detektirani su:
C. difficile specificni gen (tpi), geni za produkciju A i B (tcdA, tcdB) te binarnog toksina (cdtA i
cdtB), delecija u tcdC genu na pozicijama 18 bp, 39 bp i 117 bp i dvije razli¢ite mutacije u gyrA
genu. Rezultati: U svih ispitivanih sojeva C. difficile prisutni su geni za toksin A i B (tcdA/tcdB).
Zastupljenosti mutacije gena za rezistenciju na moksifloksacin (gyrA) u ispitivanih sojeva C.
difficile dokazana je u 96,66 % sojeva C. difficile. U istih je sojeva dokazana i produkcija
binarnog toksina, ¢ime je potvrdeno da ti sojevi pripadaju hipervirulentnom ribotipu 027.
Zakljucci: Medu toksigenim sojevima C. difficile u SveuciliSnoj bolnici Mostar dominantan je
moksifloksacin rezistentni, hipervirulentni ribotip 027.

Kljucne rijeci: Clostridium difficile; genotip; hipervirulentni ribotip

Abstract. Aim: The aim of this paper was the molecular analysis of toxigenic strains of C.
difficile to determine the distribution of different genotypes. Subjects and methods: The
study was performed on stools samples from patients hospitalized in the University Clinical
Hospital Mostar. Production of toxins A and B was detected by ELFA technique in all clinical
samples. Isolated C. difficile DNA was amplified by PCR reaction. Hybridization method was
used for determinatin of: C. difficile specific gene (tpi), genes resposible for production of
toxins A and B (tcdA, tcdB) and binary toxins (cdtA, cdtB), deletions in tcdC gene at positions
18 bp, 39 bp and 117 bp, and two different mutations in the gyrA gene. Results: In all of the
strains C. difficile, the toxin A and B genes (tcdA, tcdB) were present. Presence of the
mutation in the gene for moxifloxacin (gyrA) resistance was demonstrated in 96.66 % C.
difficile strains. The same strains have also been shown to produce binary toxins, confirming
that these strains belong to the hypervirulent ribotype 027. Conclusions: This study has
shown that in the University Clinical Hospital Mostar among toxigenic strains of C. difficile
the predominant genotype was moxifloxacin-resistant, hypervirulent ribotype 027.
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uvobD

Pojava i masovna uporaba antibiotika Sirokog
spektra doveli su i do porasta incidencije njihovih
nezeljenih efekata. JoS 1940-ih godina opisana je
klini¢ka slika proljeva povezanog s uporabom an-
tibiotika, no tek je prije ¢etrdesetak godina doka-
zano da je uzrocnik tog sindroma zapravo
bakterija Clostridioides (Clostridium) difficile (C.
difficile). Danas je poznato da se infekcija uzroko-
vana bakterijom C. difficile (engl. C. difficile infec-

Kod klinicke sumnje na infekciju Clostridium difficile tre-
ba provesti mikrobioloSku dijagnostiku bez obzira na
dob pacijenta, prijaSnju uporabu antibiotika, komorbi-
ditet i pocetak dijareje. Nakon lijeCenja i prestanka
simptoma nije potrebno ponavljati testiranje (,test iz-
lie¢enja“). U slucajevima sumnje na rekurentnu C. diffi-
cile infekciju ponoviti testiranje i iskljuciti druge moguce
uzroke.

tion, CDI) moZe prezentirati razli¢ito teskim
klinickim slikama, od blagog, samolimitirajuéeg
proljeva, do teskog pseudomembranoznog koliti-
sa i megakolona koji mogu zavrsiti i smrtnim isho-
dom.

C. difficile je anaerobna, gram-pozitivna, sporoge-
na bakterija Siroko rasprostranjena u prirodi, tlu,
vodama i probavnom sustavu Zivotinja, zdrave
djece i odraslih ljudi. Spore ove bakterijske vrste
mogu se naci na razli¢itim povrSinama i predme-
tima koji se koriste u svakodnevnom Zivotu i radu,
izrazito su otporne na razli¢ite fizikalne ¢imbeni-
ke (temperaturu, isusivanje, kemijska sredstva) te
mogu opstati mjesecima, pa cak i godinama. So-
jevi koji uzrokuju epidemije imaju znatno vecu
sposobnost sporulacije i mogu prezivjeti procese
dezinfekcije, zbog ¢ega je danas C. difficile jedan
od vodecih uzrocnika infekcija povezanih sa
zdravstvenom skrbi’.

Glavni Cimbenici virulencije ove bakterije jesu
brojni enzimi i egzotoksini koji djeluju na entero-
cite, podrazuju neurone koji inerviraju crijevo te
poti¢u snaznu upalnu reakciju?. C. difficile proiz-
vodi toksin A (tcdA) s lokalnim, enterotoksi¢nim
ucinkom i toksin B (tcdB), citotoksin sa sustavnim
ucinkom?. Vecina toksigenih sojeva C. difficile

proizvode oba toksina (A+B+), medutim, ustanov-
lieno je da neki patogeni sojevi mogu producirati
samo toksin B (A-B+)*. Od 1987. godine dokazano
je da odredeni sojevi produciraju i treci, binarni
toksin (engl. Clostridium difficile transferase, CDT)
Cija uloga jos uvijek nije u potpunosti razjasnje-
na®. Ipak, dokazano je da CDT potencira ucinak
toksina A i B te utjece na imunolosku reakciju do-
macina, pa su takvi sojevi odgovorni za teze kli-
nicke slike i ¢escée rekurencije®. Geni koji kodiraju
enterotoksin A i citotoksin B (tcdA i tcdB), zajed-
no s negativnim (tcdC) i pozitivnim (tcdD) regula-
torima njihove ekspresije te genom tcdE
znacajnim za oslobadanje toksina iz stanice nala-
ze se unutar patogenskog lokusa (PaLoc), dok su
dva gena koji kodiraju aktivhu (cdtA) i podjedini-
cu odgovornu za vezanje (cdtB) binarnog toksina
smjestena na nepoznatoj udaljenosti izvan Paloc-a
(slika 1)”. Ustanovljeno je da promjene u repre-
sornom tcdC genu dovode do gubitka njegove
funkcije, odnosno nemoguénosti inhibicije trans-
kripcije proteina odgovornih za stvaranje toksina
A i B. Zbog ove promjene, ovakvi, tzv. hiperviru-
lentni sojevi C. difficile stvaraju Sesnaest puta vise
razine toksina A i dvadeset i tri puta viSe razine
toksina B.

U 2005. godini provedeno je presjecno istraZiva-
nje kojim je obuhvac¢eno 38 bolnica u 14 europ-
skih zemalja te je, molekularnim postupcima, u
Irskoj, Nizozemskoj i Belgiji, detektiran novi hiper-
virulentni ribotip C. difficile (BI/NAP1/027 — re-
striction endonuclease analysis group, BI/North
American pulsed-field gel electrophoresis type 1,
NAP1/Polymerase chain reaction ribotype 027).
Kroz sljedece tri godine ribotip 027 prosirio se u
najmanje 16 europskih drzava, dok se u SAD-u
smatra jednim od najcesée potvrdenih izolata.
Danas je ovaj hipervirulentni soj globalno raspro-
stranjen i odgovoran za izbijanje bolnickih epide-
mija s tezom klinickom slikom bolesti Sirom
svijeta®”.

U mikrobioloskim laboratorijima za identifikaciju
C. difficile koriste se testovi koji se temelje na kul-
tivaciji i izolaciji toksigene bakterije te dokaziva-
nju toksina i strukturnih dijelova bakterije®.
Kultivacija je sloZen proces koji zahtijeva koriste-
nje specificnih selektivnih hranilista i anaerobnih
uvjeta inkubacije. Najveci nedostatak ove meto-
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de je vrijeme potrebno do dobivanja rezultata i
niska osjetljivost zbog nemogucnosti razlikovanja
toksigenih od netoksigenih sojeva. Za to je potre-
ban neki od postupaka za dokaz toksina, kao npr.
test neutralizacije citotoksina u stani¢noj kulturi
koji je vremenski i laboratorijski zahtjevan ili reak-
cija lan¢ane polimeraze (engl. polymerase chain
reaction; PCR) za dokaz tcdC gena nakon ekstrak-
cije nukleinske kiseline!!. U rutinskom mikrobio-
loskom radu sve se cesce koriste imunoenzimski
testovi (engl. Enzyme immunoassay, EIA) koji se
izvode izravno iz uzorka stolice. Glutamat dehi-
drogenaza (GDH) predstavlja antigen stani¢nog
zida C. difficile te se Cesto koristi kao probirni test
za dokaz prisutnosti bakterije u uzorku. S obzirom
na to da i neke druge bakterije mogu posjedovati
GDH, test ima nisku specificnost. Ipak, negativna
prediktivna vrijednost testa iznosi 98 do 100 %,
Sto znaci da negativan test s velikom sigurnoséu
isklju€uje CDI. Imunoenzimski testovi za dokaz
toksina A i/ili B iz uzorka stolice su visokospecifi¢-
ni, ali su ograniceni niskom osjetljivos¢u (75 —
80 %), Sto znaci da do 30 % uzoraka moZe biti
lazno negativno. Dodatno ovim se testovima ne
moze otkriti luci li se i binarni toksin, odnosno
pripada li soj hipervirulentom ribotipu. Visoko-
specificna i osjetljiva PCR reakcija takoder se
moze izvoditi izravno iz uzorka stolice. Ciljani geni
su tcdA i tcdB koji su odgovorni za stvaranje toksi-
na A i B, te tcdC koji negativno regulira njihovu
produkciju. Naravno, postupak zahtijeva posebnu
tehni¢ku opremljenost i visoke troSkove, a pri
tome, laboratorijski, nije moguce razlikovati
asimptomatske kliconose od pacijenata sa simp-
tomatskom infekcijom.

Stavovi o optimalnom dijagnostickom algoritmu s
obzirom na senzitivnost i cijenu testova jo$ su
uvijek oprecni. Koncept najées¢e primjenjivanog
dijagnostickog algoritma za dokazivanje CDI-ja
podrazumijeva probir detekcijom GDH imunoen-
zimskim testom, a potom testiranje GDH pozitiv-
nih uzoraka PCR metodom. Izmedu dva
spomenuta testa moZe se dodati i EIA test za pro-
dukciju toksina A i B iz uzorka, pa se PCR test
provodi samo iz GDH pozitivnih, toksin A/B nega-
tivnih uzoraka??.

S obzirom na to da smo uocili porast CDI-ja u Sve-
ucilisnoj klinickoj bolnici (SKB) Mostar, svrha ovog
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istrazivanja bila je identificirati C. difficile iz uzora-
ka stolice i utvrditi zastupljenost virulentnih i hi-
pervirulentnih sojeva, ukljucujuci ribotip 027.
Brza i to¢na dijagnostika preduvjet je adekvatnog
lijecenja, a poznavanje epidemioloske situacije u
zdravstvenoj ustanovi svakako pridonosi unaprje-
denju postupaka za pracenje i suzbijanje bolnic-
kih infekcija.

ISPITANICI | METODE

Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u Zavodu za mikrobio-
logiju i molekularnu dijagnostiku Sveucilisne kli-
nicke bolnice (SKB) Mostar u razdoblju od 1.
lipnja do 1. prosinca 2012., u okviru rutinske la-
boratorijske dijagnostike s ciljem prikupljanja naj-
manje 60 uzoraka s toksigenim sojevima C.
difficile. Ukljuceni su samo odrasli (starosti od 18
godina nadalje), hospitalizirani pacijenti u kojih je
postavljena klinicka sumnja na CDI. Istrazivanje je
provedeno uz dozvolu Povjerenstva za eticka pi-
tanja SKB Mostar, a rezultati su neobjavljeni dio
znanstvenog magistarskog rada prve autorice.

Imunoenzimski postupak

Svi uzorci stolice obradeni su prema rutinskom
protokolu kvalitativnim imunoenzimskim testom
s fluorescentnom detekcijom (engl. Enzyme Lin-
ked Fluorescent Assay, ELFA), koristeéi testove za
istovremenu detekciju toksina A i B izravno iz fe-
cesa (CDAB test, bioMerieux, Marcy LEtoile,
Francuska). Radi se o automatiziranom postupku
provedenom na miniVIDAS instrumentu (bioMe-
rieux, Marcy L'Etoile, Francuska) prema preporuci
proizvodaca. Testne vrijednosti kontrola, kao i
kvalitativni rezultati (pozitivno, negativno ili gra-
ni¢no) dobivene su na kraju obrade za svaki poje-
dini uzorak. Granica detekcije za toksin A iznosi >
7.73 ng/ml, a za toksin B > 4.55 ng/ml. Uzorci u
kojima su detektirani toksin A i/ili B pohranjeni su
u ledenici na -20 °C, radi daljnje obrade.

Molekularna dijagnostika

Uzorci stolice u kojima je prethodno dokazana
prisutnost toksina C. difficile dalje su testirani
molekularnim testom GenoType CDiff (Hain Life-
science, Nehren, Njemacka) kojim se, osim iden-
tifikacije uzrocnika, dokazuju toksini A i B, binarni
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toksin i rezistencija na moksifloksacin ¢ime se ra-
zlikuju nepatogeni, virulentni i hipervirulentni ri-
botipovi 078, 126 i 027. Ovim testom detektiraju
se za C. difficile-specificni gen (tpi), svi poznati
geni vezani za produkciju toksina (tcdA, tcdB,
cdtA i cdtB), tri prethodno opisane delecije u tcdC
genu na pozicijama 18 bp, 39 bp i 117 bp te dvije
razli¢ite mutacije u gyrA genu koje su povezane s
rezistencijom prema mobksifloksacinu. Svi postup-
ci izvedeni su prema preporuci proizvodaca.
Ukratko, ukupni fekalni genomski DNK ekstrahi-
ran je iz svakog uzorka pomodéu odgovarajucih
reagencija (GXT Stool Extraction kit, Hain Lifesci-
ences, Nehren, Njemacka). Ekstrahirani genomski
DNK koristen je kao kalup u PCR reakciji, a produkti
amplifikacije su hibridizirani na testnim trakicama.
Tijekom hibridizacije, jednolancani amplikon veze
se specificno za analogne probe, dok se nespeci-
ficno vezani amplikoni otklone ispiranjem. Speci-
ficno vezani alkalnom

amplikoni, obiljezeni

fosfatazom, postaju vidljivi u kolorimetrijskoj re-

PalLoc
~ e — geni za binarni
toksin
B =
|y |
tcdD  fcdB  fcdE  tcdA  tedC CdtA cdtB
| | | | |
1 5 10 15 20 kb

Slika 1. Smjestaj gena unutar patogenskog lokusa (PaLoc) u bakterije
Clostridium difficile i odnos prema genima za binarni toksin (prilagodeno
iz McDonald LC i sur., 2005)’

uzorci stolice %

tcdA/tcdB

cdtA/cdtB delecija tcdC  mutacija gyrA

M pozitivno M negativno

Slika 2. Genotipizacija Clostridium difficile sojeva
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akciji detekcije. Na taj se nacin na trakici razviju
specificne pruge (bendovi).

Po zavrSetku reakcije rezultati su interpretirani
kao nepatogeni, moksifloksacin osjetljivi soj; vi-
rulentni moksifloksacin osjetljivi soj; virulentni,
moksifloksacin rezistentni soj (ribotip 001, 042,
046, 070, 0,77, 081, 087); hipervirulentni, mok-
sifloksacin osjetljivi soj (ribotip 078, 126); hiper-
rezistentni ribotip

virulentni, moksifloksacin

027.

Statistika

Za testiranje znacajnosti razlike izmedu sojeva
koji pripadaju hipervirulentnom ribotipu 027 i vi-
rulentnim, moksifloksacin osjetljivim tipovima
koristen je x? test. Razina znacajnosti bila je p <
0,05. Prilikom obrade koriSten je statisticki pro-
gram SPSS (verzija 15), te Microsoft Excel 2007.

REZULTATI

Tijekom Sestmjesecnog razdoblja prikupljeno je
60 uzoraka stolice odraslih pacijenata hospitalizi-
ranih u Sveucilisnoj klini¢koj bolnici Mostar, kod
kojih je klinicki postavljena sumnja na CDI. U sto-
licama svih 60 pacijenata EIA testom detektirana
je prisutnost toksina A i toksina B te potvrdena
dijagnoza CDI-ja. Uzorci su pohranjeni do provo-
denja molekularne dijagnostike. Molekularnom
analizom u svim uzorcima detektiran je za vrstu
specifi¢ni tpi gen, kao i prisutnost obaju gena,
tcdA i tcdB (slika 2), ¢ime je potvrdeno da se u
svim uzorcima stolice nalazi C. difficile te da su svi
sojevi toksigeni sa sposobnoscu produkcije obaju
toksina (A+B+ sojevi).

Geni, cdtA i cdtB, odgovorni za produkciju binar-
nog toksina, dokazani su u 58 od 60 (96,7 %) pri-
kupljenih uzoraka. U istih 58 uzoraka dokazana je
i delecija u regulatornom tcdC genu, kao i mutaci-
ja u gyrA genu, iz Cega proizlazi da statisticki zna-
Cajan broj sojeva C. difficile (p < 0,001) pripada
hipervirulentnom ribotipu 027 (slika 2).

U svega dva uzorka (3,3 %) izostala je prisutnost
cdtA i cdtB gena, odnosno potvrdeno je da ti so-
jevi nemaju sposobnost stvaranja binarnog toksi-
na. U istih sojeva nije detektirana delecija u tcdC
genu, niti mutacija u gyrA genu (slika 2), te je po-
tvrdeno da se radi o virulentim, moksifloksacin
osjetljivim sojevima.
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RASPRAVA

Dramati¢ne promjene u epidemiologiji CDl-ja
koje su se dogodile tijekom posljednjih desetak
godina, s povecanjem ucestalosti i teZine klinic-
kog tijeka bolesti, ucinile su CDI globalnim izazo-
vom za javno zdravstvo!*!, Pojava novog soja C.
difficile, hipervirulentnog ribotipa 027, smatra se
jednim od uzroka povecanja incidencije i ¢escih
teskih klinickih oblika bolesti s recidivima, razvoja
pseudomembranoznog i fulminantnog kolitisa te
megakolona, zbog Cega je CDI potencijalno smr-
tonosna bakterijska infekcija. Osim Sto proizvodi
znacajno vise koncentracije toksina te stvara do-
datni binarni toksin, ribotip 027 pokazuje visoku
otpornosti na moksifloksacin zbog genske muta-
cije. Masivna uporaba fluorokinolona odgovorna
je za pojavu rezistencije na ove antibiotike i ra-
zvoj novih svojstava, odnosno novih tipova C. dif-
ficile®>. Ustanovljena je povezanost izmedu
prethodne uporabe bilo kojeg fluorokinolona i re-
zistencije na moksifloksacin u C. difficile te kore-
lacija izmedu konzumacije ciprofloksacina u
ambulantnih pacijenata i povecane ucestalosti
CDl-ja u izvanbolnickoj populaciji'®’. lako nijedna
studija nije dokazala da uporaba moksifloksacina
podrazumijeva vedi rizik za CDI od drugih uobica-
jenih antibiotika, zapaZeno je da ogranicenje
uporabe ovog kinolonskog preparata dovodi do
smanjenja broja CDI-ja'®*. Iz navedenih razloga
fluorokinolone treba propisivati restriktivno kada
ne postoje druge mogucnosti lijeCenja.

Dijagnoza CDI-ja treba biti utemeljena na kombi-
naciji specificnih simptoma (proljev, groznica, gr-
Cevi u trbuhu, krv i/ili sluz u stolici) i
laboratorijskih nalaza (poviSena razina leukocita,
dokaz uzrocnika). Zbog razli¢itosti simptoma i ra-
zlicito teske klinicke slike, smatra se da je gotovo
dvije trecine sluc¢ajeva CDI-ja propusteno ili ne-
prepoznato od strane klinicara te uopée nije za-
trazeno laboratorijsko testiranje, zbog cega je
moguce da je incidencija CDI-ja podcijenjena?,
Dodatno, dijagnostika CDI-ja joS uvijek predstav-
lja izazov za mikrobioloske laboratorije??. Svakako
je rano i brzo otkrivanje samog mikroorganizma,
odnosno prvenstveno njegovih toksina, od pre-
sudne vaznosti jer omogucava raniji terapijski pri-
stup koji moze utjecati na smanjenje pobola,
smrtnosti, Sirenja bakterije u zdravstvenim usta-

novama te medicinskog troska. No, joS uvijek se
raspravlja o tome koji od dva referentna testa tre-
ba smatrati zlatnim standardom u dijagnostici
CDl-ja. Je li to dokaz stani¢ne citotoksi¢nosti
(engl. Cell Cytotoxicity Neutralization Assay,
CCNA) ili dokaz toksina iz kulture (engl. Toxigenic
culture, TC). CCNA test izvodi se tako da se filtrat
uzorka stolice inokulira na osjetljivu kulturu stani-
ca te prati pojava karakteristicnog citopati¢nog
ucinka koji se potvrduje neutralizacijom pomocu
za C. difficile toksin specifi¢nih protutijela. TC po-

U Sveucilisnoj klini¢koj bolnici Mostar dominira moksi-
floksacin rezistentni, hipervirulentni ribotip 027 C. diffi-
cile. Odredivanje genotipova i poznavanje njihove
distribucije na lokalnoj razini, odnosno u pojedinoj
zdravstvenoj ustanovi, znacajno je klinicki i epidemio-
loski u smislu brzog pocetka lijeCenja i promptnog uvo-
denja mjera sprjeCavanja i suzbijanja Sirenja epidemije
CDl-ja.

drazumijeva kultivaciju uzrocnika iz uzorka stolice
nacjepljivanjem na specifi¢na hranilista, inkubaci-
jom (do 5 dana) u anaerobnim uvjetima te identi-
fikacijom vrste. Medutim, sama kultivacija nije
dostatna jer ne razlikuje toksigene od netoksige-
nih sojeva. Stoga je nakon kultivacije potrebno
potvrditi produkciju toksina na isti nacin kako je
opisano za CCNA ili nekim drugim dostupnim,
npr. EIA testovima?*?*, Unatoc visokoj osjetljivosti
i specificnosti, oba su testa laboratorijski i vre-
menski izuzetno zahtjevna, zbog Cega su neprak-
ticni za svakodnevnu mikrobiolosku praksu®.
Srecom, danas se na trzistu nalaze brojni komer-
cijalno dostupni EIA/ELFA testovi kojima se, brzo i
tehnicki relativno jednostavno, izravno u uzorku
stolice mogu dokazati izlu€eni toksini. U rutin-
skom radu nasSeg laboratorija ELFA je probirni test
kojim smo dokazali prisutnost toksigenih sojeva
C. difficile. U nasem istraZivanju svi prikupljeni
izolati producirali su oba toksina (A+B+). Dugo se
smatralo da svi toksigeni sojevi C. difficile proi-
zvode oba toksina koji djeluju sinergisticki, medu-
tim, tijekom posljednjih desetak godina
ustanovljeno je postojanje klinicki znacajnih soje-
va koji izluCuju samo toksin B (A-B+)?*?7, lako su
EIA testovi za dokaz toksina C. difficile visokospe-
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cificni, problem je njihova niska osjetljivost, iz
Cega slijedi da bi se iskljucivim koristenjem samo
ovog testa neki slucajevi CDI-ja mogli propustiti.
Primjena dijagnostickog algoritma u dva koraka,
u kojem se EIA test za detekciju bakterijskog GDH
antigena koristi kao probirni, a EIA test za dokaz
toksina provodi samo na GDH pozitivnim uzorci-
ma, povecava osjetljivost dijagnostike CDI-ja.
GDH test je visokoosjetljiv, ali ne i specifican jer
se radi o metabolickom enzimu koji pretvara glu-
tamat u a-ketoglutarat, te je uobicajeno prisutan
u razlicitih eukariota i prokariota, ukljucujudi i ra-
zlicite vrste klostridija. | dok je negativan GDH
test visokopouzdan i prediktivan, pozitivni GDH
test moze dovesti do lazne dijagnoze CDI-ja u tre-
¢ine ili Cetvrtine testiranih uzoraka?®?°. Upravo je
stoga dijagnosticki algoritam u tri koraka razu-
mno rjesenje. Prvi korak podrazumijeva detekciju
GDH-a. Na svim GDH pozitivhim uzorcima provo-
di se EIA za detekciju toksina A i B. Ako se radi o
GDH pozitivnim, toksin negativnim uzrocima, pre-
porucuje se ukljucivanje treceg koraka, odnosno
molekularne dijagnostike za detekciju gena odgo-
vornih za produkciju toksina. Molekularni po-
stupci su visokoosjetljivi, ali manje specificni jer
mogu detektirati kolonizaciju toksigenim sojem u
osoba koje imaju proljev iz nekog drugog razloga.
Stoga molekularne tehnike nisu odgovarajuce za
razlikovanje pravog CDI-ja od asimptomatskog
kliconostva ili kolonizacije, no znacajno pridonose
dijagnostici u kombinaciji s EIA testovima za do-
kaz GDH i toksina A i B. Molekularnim testovima
u nasem smo istrazivanju potvrdili prisutnost oba
gena tcdA i tcdB u svih prikupljenih sojeva. Izne-
nadilo nas je da smo u vecine izolata (96,7 %) do-
kazali prisutnost cdtA/cdtB gena odgovornog za
produkciju binarnog toksina. Takoder smo u istih
sojeva detektirali delecije u regulatornom tcdC
genu, zbog Cega takve mutante stvaraju poveca-
ne koncentracije toksina A i B®. Dodatno, u istih
smo sojeva potvrdili mutaciju gyrA gena koja je u
C. difficile odgovorna za rezistenciju prema fluo-
rokinolonima. Sve navedeno govori u prilog ve-
¢inskoj zastupljenosti hipervirulentnog ribotipa
027 sa znacajnim epidemijskim potencijalom.
lako i neki drugi ribotipovi mogu izazvati jednako
teske klinicke slike i epidemijsko Sirenje, joS uvi-
jek je ribotip 027 najéesce odgovoran za bolnicke

http://hrcak.srce.hr/medicina

epidemije®*32, lako svrha ovog rada nije bila istra-
Zivanje epidemije, kao ni klinicke slike, lijecenja i
ishoda bolesti, ve¢ dijagnostika, odnosno genoti-
pizacija, visoka prevalencija ribotipa 027 ukazuje
na to da se 2012. u Sveucilisnoj bolnici u Mostaru
radilo o epidemiji CDI-ja izazvanoj moksifloksacin
rezistentnim, hipervirulentnim 027 ribotipom C.
difficile.

ZAKLIUCAK

Ovo je istraZivanje pokazalo da medu toksigenim
sojevima C. difficile prisutnim u Sveucilisnoj kli-
nic¢koj bolnici Mostar dominira moksifloksacin re-
zistentni, hipervirulentni ribotip 027.
Odredivanje genotipova i poznavanje njihove dis-
tribucije na lokalnoj razini, odnosno u pojedinoj
zdravstvenoj ustanovi, znacajno je klinicki i epide-
mioloski u smislu brzog pocetka lijeCenja i
promptnog uvodenja mjera sprjecavanja i suzbi-
janja Sirenja epidemije CDI-ja.

Izjava o sukobu interesa: autorice izjavljuju da ne po-
stoji sukob interesa.
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