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SOUHRN

Cil prace: Porovnani senzitivity a specificity dvou komercnich
testl na stanoveni Clostridium difficile GDH (glutamat dehyd-
rogenazy) a toxint A/B.

Material a metodiky: Bylo testovdno 86 stolic pacientd hos-
pitalizovanych ve FN Motol. GDH a toxiny A/B byly paralelné
vysetrovany dvéma testy: C difficile Quik Chek Complete®,
Techlab,USA) a Liaison® C. difficile GDH a Toxins AaB (DiaSorin
USA). Soucasné byly ze stolic izolovany nukleové kyseliny
pomoci UltraClean® Fecal DNA (MoBio Laboratories, USA).
Pro metodu PCR byla pouzita komercéni souprava C. difficile
Elite MGB® kit (Nanogen, Italie). Anaerobni kultivace na selek-
tivnim médiu pro C. difficile (Oxoid) probéhla u vsech vzork({
vykazujici pozitivitu alespori jednoho testu. Cisté izolaty byly
molekuldrné analyzovany ribotypizaci.

Vysledky: GDH a toxin A/B negativnich obéma metodami bylo
36 vzorkd (42 %). GDH a toxin pozitivnich obéma metodami
bylo 20 vzorkd (23 %). GDH pozitivnich a toxin negativnich
obéma metodami, ale PCR pozitivnich bylo 9 vzorkl (10 %).

ABSTRACT

Kritova M., Matéjkova J., Zajac M., Hubaéek P., Ny¢ O.:
Diagnosis of Clostridium difficile infections: Comparative
study of two immuno enzyme assays with confirmation by
PCR and culture followed by PCR ribotyping

Study objective: Comparison of two commercially avail-
able tests for the detection of Clostridium difficile Glutamate
Dehydrogenase (GDH) and toxins A and B for their sensitivity
and specificity.

Material and methods: Eighty-six stool samples from pa-
tients hospitalised in the Motol University Hospital were
analysed. GDH and toxins A and B were assayed in parallel
by two tests: C. difficile Quik Chek Complete® (Techlab, USA)
and Liaison® C. difficile GDH and Toxins AaB (DiaSorin, USA).
From the stool samples, nucleic acids were also isolated using
the UltraClean® Fecal DNA kit (MoBio Laboratories, USA). The
commercially available C. difficile Elite MGB® kit (Nanogen,
Italy) was used for the polymerase chain reaction (PCR).
Anaerobic culture on C. difficile selective medium (Oxoid)
was performed for all positive samples at least in one test.
Pure isolates were characterized by PCR ribotyping.
Results: Thirty-six (42%) samples were GDH negative and
toxin A/B negative by both tests. Twenty (23%) samples were

GDH pozitivnich a toxin negativnich obéma metodami a PCR
negativnich bylo 11 vzork( (13 %). GDH pozitivni, toxin pozitivni
pouze testem Liaison® bylo 6 vzorkl (7 %). GDH pozitivni
pouze Liaison® byly 4 vzorky (5 %). K selhani kultivace doslo
u 11 vzorkd (13), z toho u 7 vzorkd byl pozitivni test PCR. PCR
reakce byla inhibovana v 5 pripadech (6 %). Zachycené riboty-
py toxigenni: Al-3, 001, 002, 012,014, 017, 020, 049, 054, 078,
176, 203, 413 a netoxigenni: Al-34, Al-61, 010, 485, 495, 596.
Zavér: Stanoveni toxinu A/B testem Liaison® vykazuje u nami
vysSetfeného souboru o 7% vyssi senzitivitu. Dvoukrokové
usporadani testl takeé prindsi ekonomickou Usporu, kterd mize
byt vyuzita napf. k zavedeni PCR metod do diagnostického
algoritmu laboratore.

KLICOVA SLOVA

Clostridium difficile - ribotypizace - glutamat
dehydrogenaza - toxiny A/B - Quik Chek Complete -
Liaison

GDH positive and toxin A/B positive by both tests. Nine (10%)
samples were GDH positive and toxin negative by both tests,
but were positive by PCR. Eleven (13%) samples that were GDH
positive and toxin negative by both tests remained negative
by PCR. Six (7%) samples only were GDH positive and toxin
positive by the Liaison® test alone. Four (5%) samples were
GDH-positive by thelLiaison® test alone. Culture failure was
observed in 11 (13%) samples, of which seven were positive by
PCR. PCR was inhibited in five (6%) samples. The following
toxigenic ribotypes: Al-3, 001, 002, 012,014, 017, 020, 049, 054,
078, 176, 203, AND 413 and non-toxigenic ribotypes: Al-34,
Al-61, 010, 485, 495, AND 596 were identified.

Conclusion: The Liaison® test had seven percent higher sen-
sitivity for the detection of toxins A/B. The two-step protocol
of the tests is also cost-saving. The savings can be used e.g.
for incorporating the PCR techniques into the diagnostic
algorithm of the laboratory.
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*Vysledky této prace byly ¢astecné prezentovany na Kongresu klinické mikrobiologie a infekéniho Iékarstvi 2013 v Olomouci.
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Clostridium difficile je vyznamnym nozokomialnim patogenem
soucasnosti [1, 2]. V Ceské republice dochazi k vyraznému
nartistu incidence CDI (Clostridium difficile Infection), zejména
v souvislosti s ribotypem 176 [3]. V¢asna diagnostika CDI je
Kklicova k zavedeni protiepidemickych opatfeni k zabrané
§ifeni infekce a adekvatni terapie pro pacienta [4]. Podle
poslednich britskych doporuceni pro diagnostiku a hlaseni
C. difficile, ktera vychazeji z testovani 12 441 priajmovych stolic,
je diagnostiku CDI doporuceno provadét ve dvoustupriovém
testovacim schématu, které se sklada z pritkazu GDH imu-
noenzymaticky nebo NAAT (Nucleic Acid Amplification
Test) ¢i PCR (Polymerase Chain Reaction) a v druhém kroku
pouziti senzitivniho imunoenzymatického testu na pri-
kaz toxinu nebo cytotoxicky test [5]. Zavedeni PCR metod
do diagnostiky CDI je evropskym trendem, at jako metody
screeningové nebo konfirmaéni. Tyto metody se vyznacuji
vysokou senzitivitou a specificitou a vyznamné zkracuji
Cas ziskani vysledku [6-13]. V nasi praci jsme porovnavali
senzitivitu a specificitu dvou komercnich metod (imuno-
enzymaticka a imunoluminiscen¢ni metoda) na stanoveni
antigenu GDH a toxind@i A/B. U vSech vzorkdl byl zarovenl
proveden prtikaz DNA toxigennich C. difficile pomoci real-time
PCR. Vzorky, které vykazovaly pozitivitu, alespor jednoho
testu, byly kultivovany v anaerobnim boxu. Izolaty C. difficile
byly dale analyzovany PCR ribotypizaci zaloZené na kapilarni
elektroforéze.

MATERIAL A METODY

Material

Do testovani bylo zafazeno 86 tekutych/neformovanych
stolic od pacientl s podezienim na klostridiovou infekci
hospitalizovanych ve Fakultni nemocnici Motol za obdobi
kvéten az Cerven 2013.

Metody

Detekce antigenu GDH a toxinu A/B

C. difficile Quik Chek Complete® (Techlab, USA) je rychly mem-
branovy imunoenzymaticky test detekujici GDH a toxiny A/B
v jednom kroku [14-17].

Princip testu: Specifické protilatky (anti GDH, anti toxin
A/B, anti peroxidaza) jsou imobilizovany ve tfech liniich
na membrané. Vzorek je pfidan do fediciho roztoku obsa-
hujiciho konjugat (monoklonalni protilatka specificka pro
GCDH a polyklonalni protilatka specificka pro toxiny A/B,
obé znacené kienovou peroxidazou). Béhem 15minutové
inkubace dochdzi k navazani antigenii ve vzorku na konjugat
a migraci komplext antigen-protilatka pfes filtracni papir
na membranu s imobilizovanymi specifickymi protilatka-
mi. Po promyti je pfidan substrat. Pokud doslo k navazani
imunokomplexl antigen-konjugat na protilatku, dojde
k zabarven{ testovaci linie.

Liaison® C. difficile GDH test (DiaSorin, USA)

Je to automatizovana chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
sendvicového typu urcena k detekci antigenu GDH na pii-
stroji Liaison®.

Princip testu: Vzorek je podle konzistence nafedén dilu¢nim
roztokem. Poté je pfidan do extrakéni zkumavky, vortexovan
a centrifugovan. Béhem centrifugace dojde k oddéleni pev-
nych ¢asti stolice od tekutiny, kterd je nasledné analyzovana.
Takto upraveny vzorek je inkubovan s paramagnetickymi
Casticemi potazenymi monoklonalni protilatkou proti GDH
a protilatku proti GDH konjugovanou s isoluminolem. Po in-
kubaci je nenavazany material vymyt v promyvacim kroku.
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Pridanim startovaciho roztoku je zapocata chemiluminis-
cencni reakce. Svételny signal je v relativnich svételnych
jednotkach (RLU) méfen fotondsobicem. Intenzita signalu
je pfimo imérna ke koncentraci antigenu v kalibratorech,
kontrolach a vzorku.

Liaison® C. difficile Toxins AaB test (DiaSorin, USA)

K provedenti testu byl pouZzit pfedpfipraveny vzorek (fedéni,
extrakce) z testovani pfitomnosti GDH. Na paramagnetic-
kych casticich je navazana monoklondlni protilatka proti
toxinu A a polyklondlni protilatka proti toxinu B. Konjugat
obsahuje polyklonalni protilatky proti toxinu A a B. V tomto
testu je prvni inkubace s konjugatem a poté inkubace s para-
magnetickymi ¢asticemi. Jinak se princip testu nelisi. Oba
testy byly provedeny v souladu s manualem vyrobce.

Detekce DNA toxigennich C. difficile pomoci PCR v redlném case
DNA ze vzorki stolic byla izolovana a purifikovidna pomoci
soupravy UltraClean® Fecal DNA (MoBio Laboratories, USA)
podle manualu vyrobce. Interni kontrola amplifikace (sou-
¢ast amplifika¢ni soupravy) byla pfidina béhem izolace
(po lyza¢nim kroku). PCR amplifikace byla provedena sou-
pravou C. difficile Elite MGB® kit (Nanogen, Itdlie) v souladu
s manualem vyrobce. Tato metoda je zaloZena na triplexové
amplifika¢ni reakci v redlném case a obsahuje specifické
MGB proby pro detekci genti pro produkci toxinu A, B a in-
terni kontroly.

Anaerobni kultivace

Vzorky stolic byly kultivovany podle standardniho operac-
niho postupu pro anaerobni kultivaci C. difficile FN v Motole.
Pred kultivaci byl vzorek vystaven tzv. ,alkoholovému Soku*,
kdy je vzorek stolice smichan v poméru 1 : 1 se 70% alkoho-
lem, vortexovan a inkubovan 30-60 minut pfi laboratorni
teploté. Dvé kapKky suspenze jsou inokulovany na selektivni
agar pro C. difficile (Brazier, Oxoid) a anaerobné kultivovany
pti 35-37 °C, 48-72 hodin. Suspektni kolonie byly konfirmo-
vany pomoci MALDI-ToF hmotnostni spektrometrie (matrix-
-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) [18].

PCR ribotypizace

PCR ribotypizace nasledovala po extrakci DNA z kolonie
¢istého izolatu pomoci chelexovych kulicek [19]. PCR pro-
bihala podle standardniho opera¢niho protokolu ECDIS-net
(European Clostridium difficile infection surveillance network),
ktery je dostupny po prihlaseni na http://www.ecdisnet.eu/.

Toxigenita kmene

Toxigenita kmene C. difficile byla ur¢ena pomoci multiplexové
PCR reakce se specifickymi primery pro geny tcdA (toxin A),
tcdB (toxin B), cdtA a cdtB, (bindrni toxin) [20]. Vizualizace
amplifikovanych PCR produktii byla provedena elektrofore-
ticky na agarézovém gelu s barvenim GelRed.

VYSLEDKY

Souhrnné vysledky jsou schematicky zndzornény na obraz-
ku 1. Celkem bylo testovano 86 vzorki tekutych/neformo-
vanych stolic od pacientfi s podezfenim na CDI hospitalizo-
vanych ve FN Motol. GDH a toxin A/B negativnich obéma
metodami a PCR negativnich bylo 36 vzorki (42 %). GDH
a toxin pozitivnich obéma metodami a PCR pozitivnich
bylo 20 vzorki (23 %). GDH pozitivnich a toxin negativnich
obéma metodami, ale PCR pozitivnich bylo 9 vzorka (10 %).
GDH pozitivnich a toxin negativnich obéma metodami, ale
PCR negativnich bylo 11 vzorkl (13 %). GDH pozitivni, toxin
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86
vzorki

GDH negativni
toxin A/B negativni
n=36

GDH pozitivni
toxin A/B pozitivni
n=20

GDH pozitivni
toxin A/B negativni
n=20

GDH pozitivni
toxin A/B pozitivni
pouze Liaison n = 6

GDH pozitivni
pouze Liaison
n=4

PCR pozitivni PCR pozitivni
n=20 n=9

Kultivace pozitivni Kultivace pozitivni
n=15 n=8
Ribotypy: 001, 012, 014, Ribotypy: 001, 012, 014,
017, 078, 176, 413 017, 020, 203, Al-3

PCR negativni PCR pozitivni PCR pozitivni
n=11 n=6 n=2

Kultivace pozitivni Kultivace
n=10 n=4
Ribotypy: 010, 495, 596, Ribotypy: 002, 014,
Al-34, Al-61 049, 054

Kultivace pozitivni
n=1
Ribotypy: 078

Obr. 1. Vysledky porovnavaci studie testli Quik Chek Complete®, Liaison® s konfirmaci Real-Time PCR C. difficile Elite MGB® a kultivace

s naslednou ribotypizaci kmene

Vysvétlivky: PCR - polymerazova fetézova reakce, GDH - glutamat dehydrogendza

Fig 1. Results of the comparative study of the C. difficile Quik Chek Complete® test and Liaison® C. difficile GDH and Toxins AoB test
with confirmation by Real-Time PCR C. difficile Elite MGB®test and culture followed by PCR ribotyping

Note: PCR - polymerase chain reaction, GDH - glutamate dehydrogenase

pozitivni a PCR pozitivnich pouze Liaison® bylo 6 vzorki
(7 %). GDH pozitivni pouze Liaison® byly 4 vzorky (5 %),
z toho u 2 vzorkl byla PCR pozitivita. K selhani kultivace
doslo u 11 vzorkd (13 %), z toho u 9 vzorkl byl pozitivni test
PCR. PCR reakce byla inhibovana v 5 piipadech (6 %). Po opa-
kované izolaci DNA ze stolice nedoslo k opakované inhibici
PCR reakce. Zachycené ribotypy toxigenni: AI-3, 001, 002,
012,014, 017, 020, 049, 054, 078, 176, 203, 413 a netoxigenni:
Al-34, AI-61, 010, 485, 495, 596.

DISKUSE

Vysledky nasi srovnavaci studie ukazuji, Ze priikaz C. difficile
toxinu A/B na pristroji Liaison® vykazuje vyssi senzitivi-
tu 0 7% ve srovnani s druhou testovanou metodou a test
Liaison® C. difficile GDH o 5% oproti testu C. difficile Quik
Chek Complete®. Tento fakt si vysvétlujeme v rozdilném
principu testu. Quik Chek Complete® test je metodou imu-
noenzymatickou, kdy detekce probiha na imobilizovanych
protilatkdch na membrané, zatimco testy Liaison® C. difficile
GDH a toxin A/B jsou metodami chemiluminiscen¢nimi
a protilatka je navdzana na paramagnetické kulicce, tudiz
poskytuje vétsi povrch pro navazani ptipadného antigenu.
Vysledkem chemiluminiscenc¢ni reakce je svételny signal
méfeny fotondsobicem, citlivym detektorem schopnym
zachytit i slabé svételné signaly. Intenzita signalu je pfimo
umérna koncentraci analytu ve vzorku. U testu Quik Chek
Complete® je hodnoceni testu provadéno vizualné. Vyhodu
dvoukrokového testu firmy DiaSorin vidime pfedevsim
v mozné ekonomické ispofe u GDH negativnich vzorkd, vy-
chazime z vysoké negativni prediktivni hodnoty GDH. GDH
negativni vzorky je mozno interpretovat jako definitivné
negativni na pfitomnost C. difficile a neni tfeba testovat na
pritomnost toxin® A/B.

V naSem souboru vzorki se jednalo o 36 vzorkl (42 %).
Pozitivita GDH pfi negativité toxin@i A, B miiZe znamenat
ptitomnost netoxigenniho kmene C. difficile, ale nevylucuje
ani pfitomnost toxigenniho kmene, kdy je tfeba vychazet
ze skutecnosti, Ze Zadny z doposud uzivanych imunoche-
mickych testl pro pfimy prikaz toxint A a B, nedosahuje
zcela spolehlivou senzitivitu. Navic se m@ize vyskytnout

zKkfiZena reaktivita testu GDH s jinymi Klostridii. Je proto
vhodné a v klinické praxi Casto potfebné dalsi doplnujici
vySetfeni - v nasem pfipadé PCR cilené na prtikaz genl
kédujicich produkci toxint. K selhani kultivace u 11 vzorki
doslo zfejmé z dlivodd pfechodné vzniklé nedostatecné an-
aerobidzy. Spektrum zachycenych ribotypt z kultivovanych
kmend C. difficile odpovidad spektru ribotypti vyskytujicich
se v CR. Vychazime z vysledkii PCR ribotypizace cca 200
kment v roce 2012. Implementaci molekuldrnich metod
do diagnostiky CDI povazujeme za pifinosnou, zvlasté jako
metodu konfirmac¢ni u GDH pozitivnich vzorkd. Naklady
na diagnosticky set C. difficile Elite MGB® dodavany firmou
Elisabeth Pharmacon jsou polovi¢ni nez u komerc¢nich
uzavienych systémi, nicméné je nutna predchozi izolace
nukleovych kyselin a s tim souvisejici vybaveni a zaskoleny
personal laboratofe. Soucasti kazdé testované série musi
byt pfitomna pozitivni a negativni kontrola testu, proto
je ekonomicky vyhodné;jsi testovat vice vzorkl najednou.
Interni kontrola testu je soucasti soupravy a pridava se
béhem extrakce nukleovych kyselin ze vzorku. Béhem na-
Seho testovani jsme zaznamenali inhibici PCR reakce v 5
piipadech. Bez pfitomnosti interni kontroly v testu by byl
vydan falesné negativni vysledek.

ZAVER

Hledani optimalni metody ¢i spolehlivého algoritmu kom-
binujicitho nékolik pristupti v laboratorni diagnostice CDI je
stale pfedmeétem odbornych diskusi. Kromé toho se objevuji
stale nové komercni testy se snahou dosdhnout vysoké spo-
lehlivosti. Diagnostické testy Liaison® C. difficile GDH, toxin
A/B, (Diasorin, USA) v nasem sledovani potvrdily vysokou
senzitivitu. Implementace pfimého priikazu DNA toxigen-
nich C. difficile amplifikaci nukleovych kyselin nesporné
prispiva k urychleni a zkvalitnéni diagnostiky CDI jako do-
pliiujici nebo konfirmaéni metoda u GDH pozitivnich, toxin
negativnich vzorkd. Vyssi cena PCR vysetfeni, mizZe byt
do jisté miry kompenzovana tisporou za neprovedend stano-
veni toxin@ u GDH negativnich vzorka. Rychld a spolehliva
detekce C. difficile ma kromeé vlastniho benefitu pro pacienta
(omezeni progrese infekce a rozvoje zavaznych komplikaci,
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sniZeni poctu naslednych rekurenci) i vjyznamny epidemio-
logicky aspekt spocivajici v moznosti véasné prevence Sifeni
C. difficile na dalsi vnimavé jedince.
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