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První výsledky molekulární typizace Clostridium difficile v ČR
First results of molecular typing of Clostridium difficile in the Czech Republic

Marcela Krůtová, Jana Matějková, Otakar Nyč

Clostridium difficile je závažným nozokomiálním patogenem současnosti uváděným hlavně v souvislosti s post-
antibiotickými průjmy. Bližší určení klinicky významných izolátů C. difficile přispívá ke zmapování epidemiolo-
gické situace v ČR. Celkem 624 izolátů C. difficile z 11 mikrobiologických pracovišť bylo typizováno pomocí
ribotypizace založené na kapilární elektroforéze. Celkem bylo identifikováno 75 různých ribotypů. 40% izolátů
příslušelo k ribotypu 176. Dalšími častěji se opakujícími ribotypy byly: 001, 012, 014, 017, 020 a 078.

Clostridium difficile is a major nosocomial pathogen reported mainly in the context of post-antibiotic diarrhoea.
Further identification of clinically significant isolates of C. difficile contributes to the mapping of the epidemio-
logical situation in the Czech Republic. A total of 624 C. difficile isolates from 11 microbiological centres were
characterized using capillary gel electrophoresis-based PCR ribotyping. Forty percent of the isolates belonged to
ribotype 176. Other frequently identified ribotypes were: 001, 012, 014, 017, 020, and 078.
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ÚVOD
Clostridium difficile je významným nozokomiálním pato-
genem vyvolávajícím střevní infekce, které se manifestují
širokým spektrem klinických projevů, od průjmu po pseu-
domembranósní kolitidu s rizikem závažných komplikací
včetně sepse. Hlavním rizikovým faktorem CDI (Clostri-
dium difficile infection) je předchozí nebo souběžná anti-
biotická léčba. Nejohroženější skupinou jsou pacienti nad
65 let s komorbiditami [1]. Výjimkou nejsou ovšem ani in-
fekce v mladších věkových skupinách [2]. Incidence one-
mocnění vyvolaných C. difficile má v Evropě vzrůstající
charakter [3]. V České republice není prozatím jednotný
systém surveillance a bližší data o izolátech C. difficile chy-
bí. Surveillance, prevence a kontrola výskytu onemocnění
vyvolaného C. difficile, patří mezi priority národní surveil-
lance infekcí spojených se zdravotní péčí v ČR [4].

V polovině roku 2013 byl zahájen projekt: Clostridium
difficile: genotypizace a fenotypizace klinicky významných
izolátů – mapování epidemiologické situace v ČR (NT/
/14209) financovaný Interní grantovou agenturou Minister-
stva zdravotnictví. Jedná se o tříletý projekt, jehož cílem je
jednak bližší molekulární analýza izolátů C. difficile, tak
i testování citlivosti izolovaných kmenů k antibiotikům volby.

METODIKA

PCR ribotypizace
PCR ribotypizace založená na kapilární elektroforéze je
metoda doporučená a používaná v Evropě k typizaci kme-
nů C. difficile. Tato metoda využívá variability v ISR (Inter-

genic Spacer Region), a to konkrétně úseku mezi geny pro
16S a 23S rRNA. Mezi jednotlivými kmeny C. difficile jsou
rozdíly jak v počtu, tak i délce těchto úseků. Detekce ampli-
fikovaných fragmentů pomocí fragmentační analýzy pro-
vedené pomocí kapilární elektroforézy má vynikající roz-
lišovací schopnost ve srovnání s dříve používanou gelovou
elektroforézou [5]. Další výhodou je získání elektronických
dat, které lze snadno sdílet s evropskými referenčními cen-
try. PCR ribotypizace byla provedena podle SOP ECDIS-
net (European Clostridium difficile infection surveillance
network) Leiden, Netherland.

Pro určení konkrétního ribotypu jsou získané elektrofo-
reogramy porovnány s rakouskou webovou databází Web-
ribo: https://webribo.ages.at/.

Hodnocení kvality metody
Externí hodnocení kvality proběhlo v rámci projektu EC-
DIS-net. Sada 10 slepých lyofilizovaných vzorků obsahova-
la kmeny C. difficile cirkulující v loňském roce v Evropě.
Naše laboratoř dosáhla 100% shody výsledků v ribotypizaci
kmenů.

Multiplexová PCR reakce
Detekce přítomnosti genů pro produkci toxinů je prováděna
multiplexovou PCR reakcí s následnou vizualizací na aga-
rovém gelu s dříve publikovanými primery a podmínkami
[6]. Touto metodou detekujeme přítomnost genu pro pro-
dukci toxinu A (tcdA), genu pro produkci toxinu B (tcdB) a
dalších dvou genů pro produkci binárního toxinu (cdtA/cdtB).



ZPRÁVY CENTRA EPIDEMIOLOGIE A MIKROBIOLOGIE (SZÚ, PRAHA) 2013; 22(12)

400

MATERIÁL
K ribotypizaci byly zaslány kmeny C. difficile vykultivova-
né z tekutých/neformovaných stolic hospitalizovaných pa-
cientů s podezřením na CDI. Věková hranice pacientů ne-
byla stanovena. Anaerobní kultivace byla provedena u stolic
vykazujících pozitivitu C. difficile Glutamát dehydrogená-
zy a současnou pozitivitu nebo negativitu C. difficile toxi-
nů A/B po předchozím testování diagnostickým setem C.
difficile Quik Chek Complete® (Techlab, USA). Kmeny
C. difficile pocházely z 11 mikrobiologických pracovišť:
Hlavní město Praha: (5), Středočeský kraj: (3), Plzeňský
kraj (1), Jihomoravský kraj (1), Kraj Vysočina (1).

VÝSLEDKY
Celkem byla ribotypizace provedena u 624 (427 externích
a 197 motolských) kmenů C. difficile vykultivovaných v ro-
ce 2013 na 11 mikrobiologických pracovištích v ČR.

Celkem bylo identifikováno 75 různých ribotypů. Podle
výsledků multiplexové PCR reakce 53 ribotypů vykazovalo
pozitivitu genu pro produkci toxinů A, B, 10 ribotypů záro-
veň pozitivitu genů pro binární toxin, 12 ribotypů bylo neto-
xigenních. 251 (40 %) kmenů C. difficile příslušelo k ribotypu
176. C. difficile ribotyp 176 byl identifikován ve všech spo-
lupracujících zařízeních. Dalšími opakujícími se ribotypy
jsou: 014 (51 izolátů; 8,2 %), 012 (36 izolátů; 5,8 %), 001
(24 izolátů; 3,9 %), 017 (32 izolátů; 5,1 %), 020 (17 izolátů;
2,7 %), 078 (15 izolátů; 2,4 %). Ostatní identifikované ribo-
typy se v našem souboru izolátů častěji neopakovaly.

DISKUZE
PCR ribotyp 176 tvoří 40 % našeho souboru izolátů C. dif-
ficile. Ve sledovaném souboru není homogenně zastoupena
celá ČR, nicméně vzorek z 11 pracovišť lze považovat za
významnou informaci dokumentující epidemiologickou si-
tuaci. Ribotyp 176 byl prozatím identifikován v tak četném
zastoupení pouze v ČR a Polsku [7], v ostatních zemích je
detekován zcela výjimečně. Závažná je skutečnost, že podle
výsledků celogenomového sekvenování je tento geneticky
blízce příbuzný nejobávanějšímu hypervirulentnímu riboty-
pu C. difficile 027 [8] a vykazuje i podobné fenotypové vlast-
nosti [9]. Ribotyp 176 také produkuje binární toxin, který je
považován za prognostický marker pro vznik rekurentních
epizod onemocnění [10, 11]. C. difficile ribotypy 001, 012,
014, 017, 020, 078 patří mezi toxigenní ribotypy běžně se
vyskytující v Evropě [3]. Podle procentuálního zastoupení
lze předpokládat, že se jedná o kmeny především nemocnič-
ního původu, tak jako je tomu u ribotypu 176.

ZÁVĚR
Výsledky získané za první rok řešení našeho projektu po-
tvrzují, že ribotyp 176 se zřejmě významnou měrou podílí
na výskytu infekcí vyvolaných Clostridium difficile v ČR.
Jeho blízká příbuznost hypervirulentnímu ribotypu 027
může znamenat reálné ohrožení vnímavé populace nemoc-
ničních pacientů.

Děkujeme všem mikrobiologickým pracovištím za
zaslání izolátů C. difficile k dalším podrobnějším moleku-
lárním analýzám. Jmenovitě: Fakultní Thomayerova ne-
mocnice, Nemocnice Na Bulovce, Nemocnice Na Homolce,

Citylab spol. s r.o. – Nemocnice Na Františku, Oblastní
nemocnice Příbram, Oblastní nemocnice Kladno, Nemoc-
nice Rudolfa a Stefanie Benešov, Nemocnice Havlíčkův
Brod, Fakultní nemocnice Plzeň, Fakultní nemocnice u sv.
Anny v Brně, Fakultní nemocnice v Motole.

Informace o zasílání kmenů C. difficile k molekulární
typizaci a další lze nalézt na stránkách: www.cdilab.cz

Podpora: PCR Ribotypizace byly podpořeny granty:
MZ ČR – RVO, FN v Motole 00064203 a IGA NT/14209.
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