Analiza zmienno$ci genetycznej toksynotworczych szczepoéw Clostridioides difficile

w Klinice Nowotworéow Uktadu Chtonnego na przestrzeni 10 lat.

STRESZCZENIE

Closridioides difficile (C. difficile) uznawany jest za gltéwny czynnik etiologiczny biegunek
szpitalnych. Z powodu niekontrolowanego stosowania antybiotykow oraz zwigkszajacej si¢ liczby
pacjentow z grup ryzyka (podeszty wiek, immunosupresja, przewlekte choroby leczone szpitalnie)
liczba zakazen C. difficile znaczaco wzrosta w ciggu ostatnich dziesig¢ciu lat. I dlatego w strategii
zapobiegania tym zakazeniom coraz wigkszego znaczenia nabiera identyfikacja 0sob
o zwigkszonym ryzyku wystapienia infekcji oraz poszukiwanie potencjalnych zrédet zakazenia.
W tym kontek$cie analiza pokrewienstwa filogenetycznego miedzy poszczegdlnymi izolatami
nabiera szczegdlnego znaczenia. W diagnostyce epidemiologicznej coraz powszechniej stosuje si¢
techniki calogenomowego sekwencjonowania, ktore dostarczajg precyzyjnych danych do
poszukiwania pokrewienstwa genetycznego miedzy szczepami bakteryjnymi. Umozliwiajg one
rozroznienie infekcji nawrotowej od nowego zakazenia poprzez analiz¢ zmiennosci genetycznej,
jak rowniez mapowanie transmisji zakazenia.

Celem tej pracy byla ocena zmiennoSci genetycznej toksynotwoérczych szczepow C. difficile,
izolowanych od pacjentow hospitalizowanych w Klinice Nowotworéw Uktadu Chlonnego
Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu
Badawczego w Warszawie na przestrzeni 10 lat z uzyciem calogenomowego sekwencjonowania.

W latach 2008-2018 przebadano tgcznie 2077 probek katu w kierunku obecnosci toksyn A i B
C. difficile, ktore pochodzity od pacjentow hospitalizowanych w Klinice Nowotworéw Uktadu
Chtonnego. Wynik dodatni uzyskano w 618 przypadkach. Liczba badan probek katu na obecnosé¢
toksyny A i B wahala si¢ migdzy 122 a 251 rocznie, ze $rednim odsetkiem dodatnich wynikow
réwnym 48,8% w latach 2008-2010, 30,3% - w latach 2011-2014 i 10,5% - w latach 2015-2018.
Sposrod 285 izolatow uzyskanych z hodowli C. difficile w latach 2008-2018, do sekwencjonowania
catogenomowego wybrano 140 izolatow; 104 izolaty uzyskano z katu 46 pacjentéw (19 kobiet i 27
mezezyzn ze $rednig wieku 47 lat), ktorzy przebyli co najmniej jedno zakazenie nawrotowe 1 36
izolatow uzyskano z katu 17 kobiet i 19 mezczyzn ($rednia wieku 55 lat) z pojedynczym
zakazeniem C. difficile. U wszystkich pacjentoéw zdiagnozowano chtoniaka.

Genotypowanie metodg MLST (Multilocus Sequence Typing), opartg na porownywaniu sekwencji
7 gendéw metabolizmu podstawowego, pozwolito zidentyfikowac 23 typy sekwencyjne (ST) oraz
dwa wczesniej nieopisane szczepy, ktore mozna bylo przypisa¢ do jednej z 6 filogenetycznych

galezi. Najczestszymi typami sekwencyjnymi byty ST1 1 ST42, ktore stanowity 31,4% 1 30,1%



wszystkich izolatow. Podczas gdy czestotliwos¢ wystepowania ST1 byta stosunkowo rownomierna
w catym okresie obserwacji, typ ST42 wystepowat tylko w latach 2009-2011.

Badanie wrazliwosci wyizolowanych szczepow C. difficile na wybrane leki przeciwdrobno-
ustrojowe wykazalo, ze odpowiednio 100% 1 72,9% izolatow bylo opornych na ciprofloksacyne
oraz moksifloksacyne. Czesto stwierdzano takze oporno$¢ na erytromycyne oraz klindamycyne
(odpowiednio 72,9% i 42,9% badanych szczepdéw), natomiast nie wykryto zadnego szczepu
opornego na wankomycyne i metronidazol. Wszystkie przebadane szczepy nalezace do typu ST1
oraz ST42 byly oporne na ciprofloksacyng, erytromycyne i moksifloksacyne, podczas gdy opornos¢
na klindamycyne dotyczyta 56,8% szczepow ST1 oraz 30,2% ST42.

Wysokie odsetki wynikéw dodatnich na obecnos¢ toksyny A i B w kale pacjentdow badanych
w latach 2008-2010 (48,8%) mogly wskazywaé na epidemiczne wystgpowanie zakazen w Klinice
Nowotworéw Uktadu Chlonnego powigzanych z brakiem skutecznych metod nadzoru
epidemicznego. Dominujacym typem toksynotwoérczosci byt typ tcdA'tcdB cdtA/cdtB*
stwierdzony w 122 (87%) szczepach, natomiast 9 izolatow (nalezacych do ST9, 35, 37 1 45 oraz
dotychczas nieopisanego ST) charakteryzowalo sie typem toksynotwoérczoséci tcdA™tcdB*cdtA/cdtB .
Sposrod trzech izolatdéw ST3, dwa byly toksynotworcze (tcdA'tcdB cdtA/cdtB*), a jeden
nietoksynotworczy (tcdA'tcdB’ cdtA/cdtB").

Analiza pokrewienstwa genetycznego wykazala wysoki stopien podobienstwa migdzy izolatami
C. difficile, co sugeruje wewnatrzszpitalne zrodla zakazenia, w tym transmisj¢ mi¢dzy chorymi oraz

prawdopodobnie skontaminowane srodowisko szpitalne.
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