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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Fassung

Einleitung

Clostidium difficile ist der haufigste anaerobe Erreger nosokomialer Infektionen. In
den vergangenen Jahren kam es zu einer Zunahme an schweren Infektionen,
einer epidemischen Ausbreitung neuer hypervirulenter Stamme und parallel zu der
damit verbundenen offentlichen Wahrnehmung auch zu einer vermehrten Anzahl

an Anforderungen nach einer schnellen und zuverlassigen C. difficile Diagnostik.

Methoden

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Abschnitte. Retrospektiv erfolgte eine
statistische Datenauswertung der Routinestuhluntersuchungen der Jahre 2000 bis
2010 am UKS (n= 1507 £ 721 Stuhlproben pro Jahr) anhand verschiedener

Kriterien nach ihren Haufigkeiten.

Im experimentellen Teil wurden Stuhlproben von Patienten mit Verdacht auf CDI
initial durch einen kombinierten GLDH/Toxin-Enzymimmunoassay getestet.
Ausgewahlte Proben (GLDH positiv / Toxin A/B negativ, n = 101) wurden durch
voneinander unabhangige Bestatigungstests (Kultur, toxigene Kultur, slpA-
Sequenztypisierung, Multiplex-PCR) weiter differenziert. FlUr eindeutig positive

bzw. negative Befunde wurde diese Weiterdifferenzierung nicht angestrebt.

Ergebnisse

Wahrend des Untersuchungszeitraums 2000 bis 2010 wurde einhergehend mit
einer zunehmenden Zahl an C. difficile Anforderungen, ein Anstieg der CDI
Inzidenz gefunden. Es ergab sich aulerdem der Anhalt fur eine besondere
Haufung der CDI, welche im Jahr 2007 gipfelte. Eine altersabhangige Haufung,

mit signifikanter Inzidenzzunahme ab dem 70. Lebensjahr, konnte am UKS
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nachgewiesen werden, wobei die CDI prinzipiell in allen Altersklassen vertreten

war.

Prospektiv konnte fur die Mehrzahl der untersuchten Proben eine toxigene CDI
durch Multiplex-PCR und toxigene Kultur diagnostiziert werden. 92 % dieser
Proben zeigten in der direkten PCR ein positives Ergebnis fur C. difficile, wovon
wiederum 82 % Toxingene aufwiesen. Unter den 31 % Kultur-negativen Proben

fanden sich interessanterweise 90 % PCR C. difficile positive Befunde.

Aulerdem konnte anhand des durch die Multiplex-PCR erhobenen Genprofils eine
vorlaufige Typisierung erfolgen, die durch Ribotypisierung bei einem Grof3teil der

Proben bestatigt werden konnte.

Schlussfolgerung

Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie wurde folgender diagnostischer
Algorithmus fur den schnellen und zuverlassigen Nachweis von C. difficile
entwickelt: Bestehend aus einem GLDH/Toxin-EIA als initialem Suchtest, folgt im
Falle diskrepanter Befunde direkt die Multiplex-PCR aus Nativstuhl, welche
innerhalb von 24 Stunden Ergebnisse liefert. Auf Grund der hohen Sensitivitat
sowie Zeit- und Kosteneffektivitdt wird dieses Vorgehen nun fur die C. difficile
Diagnostik vom Clostridium difficile Konsiliarlabor am Universitatsklinikum des

Saarlandes empfohlen.

1.2 Abstract

Introduction

C. difficile is the most common anaerobic nosocomial pathogen. In the last few
years the rising numbers of severe cases and an epidemic spread of new and
highly virulent strains associated with more public awareness have spurred

optimization of fast and reliable diagnostics for toxigenic infection.
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Methods

The present study basically consists of two components. In the first part of the
retrospective single centre study routine stool diagnostics for C. difficile of patients
with symptomatic disease (n = 1507 +/- 721 stool samples per year) was followed
between 2000 and 2010 at the University of Saarland Medical Centre and

evaluated on the basis of different criteria.

In the experimental part stool specimens from patients thought to be infected by C.
difficile were initially screened by a GDH / toxin A/B immunoessay. Selected
samples (GDH positive / toxin A/B negative, n = 101) were tested further by
culture, toxigenic culture, sIpA sequence typing and multiplex PCR. For those with
clearly positive respectively negative results additional diagnostic testing was not

persued.

Results

Throughout the study period from 2000 until 2010 an increase of CDI incidence
was observed, a finding associated with a larger number of requested tests.
Furthermore a special accumulation of CDI cases was found in 2007. It could be
confirmed that highest relative abundance of CDI was diagnosed in patients of
older age groups, notably from the age of 70. However, clinical relevant infections

were found throughout all age groups.

Prospectively toxigenic C. difficile infection could be ascertained in most samples
by multiplex PCR and toxigenic culture. 92 % of all samples were C. difficile
positive using direct PCR and 82 % of these PCR positive samples were also
positive for C. difficile toxin genes. Interestingly among culture-negative samples
(31 %) 90 % were tested C. difficile positive by multiplex PCR.

Moreover toxinotyping by multiplex PCR of direct stool samples showed a genetic

pattern that was highly concordant with the results found by ribotyping.
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Conclusion

Based on the present investigation the following diagnostic algorithm for fast and
reliable detection of toxigenic CDI was developed: Using GDH and toxin A/B EIA
as an initial screening test, stool samples with discrepant results subsequently
undergo direct multiplex PCR. Thus relevant results can be provided within 24
hours. Due to high sensitivity as well as cost effectiveness and low time
consumption this multistep algorithm is now recommended for C. difficile
diagnostics by the national reference laboratory for C. difficile at the University of

Saarland Medical Centre.
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2 Einleitung

2.1 Clostridium difficile

Clostridium difficile (Abb. 2-1) ist ein gram-positives, obligat anaerobes Stabchen-
bakterium. Es besitzt eine Grolle von 2,5 bis 5,9 um x 0,3 bis 1,5 ym und kann

subterminal aerotolerante Sporen ausbilden (Hafiz & Oakley, 1976).

Abb. 2-1 C. difficile, rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme (Bannert & Madela, 2009)

Die Bezeichnung setzt sich aus dem griechischen kAwoThp, zu deutsch Spindel,
und dem lateinischen difficile, auf Grund der schwierigen Isolation und Kultivierung

des Bakteriums, zusammen.

Die Bedeutung von C. difficile als Erreger der antibiotikaassoziierten Enterocolitis
wurde erstmals 1977 von Bartlett et al. beschrieben. Dies gelang ihm zunachst im
Zbkum von Hamstern, ein Jahr spater auch in menschlichem Darm (Bartlett et al.,
1977, 1978).

Clostridium difficile kommt vor allem im Erdboden oder Oberflachenwasser sowie

im Darmtrakt von Lebewesen vor. Die Ubertragung findet tiber die orale Aufnahme
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der Sporen statt. Eine Infektion mit C. difficile erfolgt in Uber der Halfte der Falle
nosokomial; durch Kontakt zu infizierten Personen, Uber das Pflegepersonal oder
diverse kontaminierte Oberflachen (Ackermann, 2004; Simor, 2010). Jedoch kann
sie auch ambulant erworben sein. Schwedische und US-amerikanische Studien
zeigten, dass dies auf 20 bis 28 % aller CDI Falle zutrifft (Karlstrom et al., 1998;
Kutty et al., 2010; Norén et al., 2004).

Das klinische Spektrum einer Stuhlbesiedelung mit Clostridium difficile ist sehr
variabel. Bei fehlender Toxinsynthese durch den Erreger bleiben die Patienten
asymptomatisch; 15 bis 70 % der Sauglinge und 5 % gesunder Erwachsener sind
klinisch unauffallige C. difficile Trager. Im Krankenhaus bleiben etwa 60 % der
Patienten, die eine Stuhlbesiedelung mit C. difficile erleiden, asymptomatisch
(McFarland et al., 1989). Auf Grund einer Infektion mit toxigenen Stammen erfolgt
eine symptomatische Manifestation. Meist treten die Symptome innerhalb von
zwei Tagen nach der Besiedelung mit dem pathogenen Erreger auf. Gelegentlich
kann es jedoch zu einer Verzégerung von bis zu mehreren Wochen kommen. Die
Infektion kann blande bis fulminant verlaufen, sie reicht von Diarrhoe (mindestens
drei ungeformte Stuhle innerhalb von 24 Stunden) Uber eine einfache Colitis bis
hin zur pseudomembrandsen Colitis (Abb. 2-2). Die Schwere der Erkrankung wird
mitbestimmt durch abdominelle Krampfe, Fieber, Leukozytose und infolge entero-
pathischen Proteinverlusts einhergehender Hypalbuminadmie. Komplikationen
beinhalten rezidivierende CDI, Bakteriamie bis hin zum septischen Schock oder
die Ausbildung eines akuten Abdomens. Wesentlich seltener sind extrakolonische
Manifestationen in Form von Pseudomembranen des Dunndarms, reaktive
Arthritis, Cellulitis, nekrotisierende Fasziitis, Osteomyelitis und andere noch
seltenere Komplikationen (Bartlett, 2006; McFarland, 2008; Vaishnavi, 2010).
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Abb. 2-2 Pseudomembranodse Kolitis, endoskopischer Befund
des Sigma zweier Patienten (Schneider et al., 2007)

Bei der Erkrankung an einer CDI spielt die individuelle Disposition des Patienten,
genauer hohes Alter, Schwere und Anzahl der Komorbiditaten, eine
entscheidende Rolle. Mehrere Studien belegen, dass das Risiko an einer CDI zu
erkranken ab dem 60. bis 65. Lebensjahr signifikant zunimmt, die Erkrankung
schwerer verlauft und mit einer erhdhten Mortalitdt einhergeht (Bartlett, 2006;
Henrich et al., 2009; Karlstrom etal., 1998). Ist der Patient zudem &uferen
Risikofaktoren exponiert, wird die Manifestation einer CDI zusatzlich begunstigt.
Unter Anderem gehdren hierzu unspezifische Risikofaktoren, wie Lange des
Krankenhausaufenthalts, Aufenthalt auf einer Intensivstation, Anlage einer naso-
gastrischen Sonde und Kontakt zu anderen Personen mit CDI. Damit einher geht
das Mal} der Einhaltung von Hygienevorschriften des Krankenhauses, das heif3t
die Verwendung von Einmalhandschuhen, Isolierung der betroffenen Patienten
sowie entsprechende Desinfektionsmallnahmen. Auch endoskopische und
chirurgische gastrointestinale Eingriffe werden in der Literatur als Risikofaktoren
genannt (Bartlett, 2006; Bignardi, 1998; O'Donoghue & Kyne, 2011; Simor, 2010;
Vaishnavi, 2010). Nicht unwesentlicher ist die Verabreichung verschiedener
Medikamente und deren Einnahmedauer. Hierzu zahlen in erster Linie Antibiotika,
sie zerstoren die gesunde Mikroflora des Darms und schaffen dadurch einen

Selektionsvorteil fur C. difficile. Die Begunstigung zur Entstehung einer CDI kann
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durch jedes Antibiotikum erfolgen. Es werden jedoch immer wieder Studien
durchgefuhrt, um eine aktuelle Hierarchie der antibiotischen Substanzen bezuglich
der CDI Entstehung zu erstellen. Vor etwa 15 Jahren fuhrte Bignardi (1998)
diesbezlglich eine Metaanalyse durch. Es ergab sich eine statistisch signifikante
Assoziation der CDI fur Ciprofloxacin, Cefuroxim, Clindamycin, Pristinamycin,
Cotrimoxazol und Ceftazidim. Als Faktoren werden deren Pharmakokinetik sowie
die Art der Applikation diskutiert. Inzwischen wird eine vorangegangene Therapie
mit Flourchinolonen wie Levofloxacin oder Moxifloxacin als bedeutendster
Risikofaktor fur die Entwicklung einer CDI gesehen (Muto et al., 2005; Pepin et al.,
2005). Weitere relevante Medikamente, die eine CDI beglnstigen kdnnen, sind
Immunsuppressiva, durch die eine spezifische IgG-Antwort unterdrickt wird;
Antazida wie Protonenpumpeninhibitoren und H;-Rezeptorblocker, durch deren
Verminderung der Magensauresynthese den C. difficile Sporen das Uberleben
erleichtert werden soll und Chemotherapeutika wie Cisplatin, Carboplatin oder
Methotrexat (Dial et al., 2005; Rupnik et al., 2009; Vaishnavi, 2010).

Die Diagnostik von C. difficile und dessen Toxine war Schwerpunkt dieser Arbeit.
Aus diesem Grund wird in Punkt 2.3 gesondert darauf eingegangen. Nach einer
moglichst raschen Diagnosestellung ist die unverzugliche Einleitung weiterer

MafRnahmen fir den Therapieerfolg unabdingbar.

Die Therapie der CDI besteht neben dem Absetzen des verordneten Antibiotikums
sowie der entsprechenden Symptombehandlung, z.B. durch ausreichende
Flussigkeitszufuhr, Elektrolytausgleich und Spasmolyse, in erster Linie aus der
frGhzeitigen Einleitung einer wirksamen Antibiose. Metronidazol und Vancomycin
haben sich in der Therapie gegen C. difficile als besonders effektiv erwiesen.
Metronidazol ist vor allem bei milder verlaufender CDI angezeigt, da beide
Medikamente hierbei annahernd gleich hohe Ansprechraten zeigen. Dabei ist
Metronidazol jedoch kostengunstiger und birgt nicht das Risiko der Verbreitung
Vancomycin-resistenter Erreger. Bei schwereren Verlaufen sollte oralem Vanco-
mycin der Vorzug gegeben werden, da es in diesen Fallen um knapp 25 %

signifikant besser anspricht als Metronidazol, sodass ein schnelleres Theapie-
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ansprechen erzielt und ein mogliches Therapieversagen vermieden werden kann
(Kelly & LaMont, 2008; Rupnik et al., 2009; Zar et al., 2007). Der letzte Review der
Cochrane Collaboration von 2011 (Nelson etal., 2011) zu diesem Thema
empfiehlt den Einsatz von Teicoplanin, da es Vancomycin bezuglich der

bakteriziden Wirkung signifikant Uberlegen ist.

Um die Zahl der Ansprechraten zu erhdhen und die der Rezidivraten zu
verringern, wird nach neuen Medikamenten gesucht. Nitazoxanid, Rifaximin oder
Fidaxomicin zahlen zu vielversprechenden neueren Antibiotika, unterliegen jedoch
noch Studien. Im Vergleich zu Vancomycin wurde gezeigt, dass das
makrozyklische Antibiotikum Fidaxomicin kaum einen Effekt auf die normale
Darmflora hat. Somit wird das Uberleben der C. difficile Sporen erschwert und die
Rezidivraten vermindert (Cornely et al., 2012; Louie et al., 2011; Shah et al., 2010;
Tannock et al., 2010).

Die Behandlung von Komplikationen umfasst die Anderung des Antibiotikaregimes
oder eine Kombinationstherapie von oralem Vancomycin mit neueren Antibiotika
bei rezidivierender CDI (Kelly & LaMont, 2008). Bei lleuspatienten sollte auf Grund
der gestdrten Magen-Darm-Passage die direkte Instillation von Vancomycin in den
Darm erfolgen (Gerding et al., 2008). Patienten mit fulminanten Verlaufen sollten
intensivmedizinisch Uberwacht werden, evtl. muss eine Kolektomie erwogen
werden. Die Indikation zur chirurgischen Intervention muss jedoch streng gestellt
werden, da eine postoperative Letalitat von Uber 50 % besteht. Entscheidende
Faktoren sind hierbei das Alter des Patienten und die praoperative Erfordernis an

Vasopressoren (Dallal et al., 2002).

Die Therapie der CDI mit nicht-antibiotischen Mitteln wird nach wie vor diskutiert,
konnte aber noch nicht hinreichend belegt werden. Deren Ansatze beinhalten die
aktive und passive Immunglobulingabe, monoklonale Antikérper, toxinbindende
Agenzien wie Cholestyramin oder Tolevamer, Stuhltransplantation, Verabreichung
von nicht toxigenen C. difficile Stammen, Aminosaurenersatz und —restriktion

sowie Probiotikaeinsatz (Thompson, 2008).
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2.2 Pathogenese von Clostridium difficile

Die Ausbildung einer C. difficile Infektion kann nur nach oraler Aufnahme des
Erregers bzw. der Sporen erfolgen. Nach der Chemotaxis vom Lumen zur
Darmschleimhaut folgt im terminalen lleum und Z6kum u. a. mit Hilfe von Flagellen
die Adhasion an Enterozyten. Das Bakterium selbst dringt nicht in die Wirtszelle
ein, sondern lediglich dessen Toxine (Borriello, 1998; Tasteyre et al., 2001). Fur
den Nachweis der entsprechenden Gene stehen PCR-basierte Verfahren zur
Verflgung, welche in dieser Arbeit zur genaueren Analyse der isolierten C. difficile

Stamme Verwendung fanden.

Pathogenitatslocus

Die Gene fur Toxin A und B, tcdA und tcdB, befinden sich auf dem Pathogenitats-
locus (PalLoc), einem 19,6 kb groRen Genabschnitt (Abb. 2-3). Die Toxine A und B
selbst bestehen jeweils aus einer C-terminalen Rezeptorbindungs-, einer
Translokations- und einer N-terminalen Enzymdomane. Die Aufnahme der Toxine
erfolgt Uber die Bindung des C-Terminus an Rezeptoren der Wirtszelle und
anschlie3ender clathrin- und dynaminabhangiger Endozytose. Die Enzymdomaéane
wird dann Uber Autokatalyse ins Cytosol entlassen (Reineke et al., 2007). Hier
katalysiert sie die Glykosilierung der Rho-, Rac-, Ras-, Ral- und Cdc42-GTPasen.
Diese Regulatoren des Aktinzytoskeletts werden dadurch in ihre inaktive Form
Uberfuhrt, sodass es zur Abrundung der Zellen bis hin zur Apoptose kommt. Dies
wiederum flhrt zu einer Beeintrachtigung der tight junctions und einem Verlust der
Barrierefunktion. Letztere wird noch durch einen weiteren Mechanismus
geschwacht. Eine cytokinvermittelte Kaskade, die die Entziindungsreaktion der
Enterozyten zur Folge hat, wird durch Toxin A in Gang gesetzt. Es resultiert eine
erhdhte Permeabilitat und letztendlich die fur die CDI typische Diarrhoe (Borriello,
1998; Carter et al., 2012; Pothoulakis & Lamont, 2001; Voth & Ballard, 2005). Bei
nicht toxigenen C. difficile Stammen wurde eine 115 bp Sequenz anstatt des

PalLoc nachgewiesen (Braun et al., 1996).

10
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TcdRD — g RNA polymerase

Up-regul.ates ToxinB 1<dE Toxin A Inhit')its
transcription of . + ) toxin
toxins A and B Lysis of cytoplasmic membrane transcription

Toxin Release
Abb. 2-3 C. difficile Pathogenitatslocus (Kelly & LaMont, 2008)

Zusatzlich wurden auf dem PalLoc drei offene Leserahmen gefunden. TcdR wirkt
als indirekter positiver Regulator der Toxinsynthese, indem es fur einen Sigma-
faktor der RNA-Polymerase codiert und das Genprodukt somit die Transkription
initiiert (Mani & Dupuy, 2001). Ein Gen fur einen negativen Regulator (tcdC) findet
sich den Toxingenen nachgeschaltet. Es wird in umgekehrter Richtung abgelesen
und destabilisiert TcdR (Matamouros et al.,, 2007). Die Bedeutung von TcdE
besteht in seinen lytischen Eigenschaften. Es wird vermutet, dass es die
Permeabilitat der Bakterienzellwand erhoht und die Toxine dadurch leichter

abgegeben werden kdnnen (Tan et al., 2001).

Cdt-Locus

Auf dem Cdt-Locus (CdtLoc) mit einer Grofde von 4,2 bis 6,2 bp befinden sich drei
Gene: die des bindren Toxins, welches aus einer enzymatischen und einer
bindenden Komponente, die von den Genen cdtA und cdiB kodiert werden,
besteht und eines positiven Regulators cdtR (Barth et al., 2004; Carter et al.,
2007; Perelle et al., 1997). Die Pravalenz dieser Gene liegt zwischen 1,6 und
5,5 % (Rupnik et al., 2003). Beide Genprodukte mussen bevor sie ihre eigentliche
Funktion austben konnen, zunachst durch proteolytische Spaltung aktiviert
werden (Perelle et al.,, 1997). Nach Rezeptorbindung durch CdtB katalysiert die

11



Einleitung

Enzymdomane CdtA intrazellular die ADP-Ribosylierung von Aktinmonomeren und
fuhrt somit ebenso wie die Toxine A und B zur Auflosung des Zytoskeletts
(Aktories & Wegner, 1992). Bei C. difficile Stammen ohne genotypisch vorhan-
denem cdtA/B findet sich statt des CdtLoc eine 68 bp Sequenz mit noch
unbekannter Bedeutung (Carter et al., 2007).

CDI in Deutschland

Die Epidemiologie von C. difficile hat sich v.a. im letzten Jahrzehnt stark
gewandelt. Seit 2000 war zunachst ein signifikanter Anstieg der CDI Inzidenz und
Mortalitat in den USA zu verzeichnen (Dallal et al., 2002; Muto et al., 2005). Es
folgten im Jahr 2002 Kanada, v.a. in der Region von Quebec, spater auch
europaische Lander wie Finnland, Grossbritannien, Belgien, die Niederlande,
Frankreich, die Schweiz und Deutschland (Kuijper et al., 2008; Pepin et al., 2004,
Valiquette et al., 2004). In Deutschland haben die Inzidenzraten seit 2000 stetig
zugenommen. Eine Studie aus Suddeutschland zeigte einen Anstieg um 5,8 %
von 7,0 % 2000 bis 12,8 % 2007 (Borgmann et al., 2008; Vonberg et al., 2007).
Damit ging auch eine erhdhte Frequenz an schweren, fulminanten und wieder-
kehrenden CDI einher (McFarland, 2008). Bei diesen schweren Verlaufen zeigte
sich haufig eine Assoziation mit bestimmten Ribotypen. 2008 stand innerhalb
Deutschlands dabei Ribotyp 001 an erster Stelle. Er war mit einer Pravalenz von
70 % der deutschen Krankenhauser der am weitesten verbreitete C. difficile
Stamm und war in 47 % der Falle Ausléser der CDI. Eine Dominanz dieses
Ribotyps war auch in Regionen Niedersachsens 2009 und 2010 zu verzeichnen
(Claufzen et al., 2011). Es folgten die Ribotypen 078 (Pravalenz 23 %, Inzidenz
8 %), 027 (Pravalenz 19 %, Inzidenz 8 %), 014 (Pravalenz 15 %, Inzidenz nicht
angegeben) und 046 (Pravalenz 10 %, Inzidenz nicht angegeben). Flr die hohe
Pravalenz der Ribotypen 001 und 027 werden in erster Linie die vermehrt
verwendeten Flourchinolone und die daraus resultierende Resistenzentwicklung
verantwortlich gemacht. Aber auch andere Ribotypen weisen entsprechende
Mutationen der Gyrasegene auf, sodass dies nicht die einzige Ursache zu sein

scheint. Des Weiteren ist auffallig, dass Ribotyp 027 v.a. im Sudwesten
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Deutschlands vorkommt (Zaiss et al., 2010). Studien anderer europaischer Lander
zeigten ebenfalls das sog. ,clustering®, eine erhdhte Pravalenz bestimmter
Stamme in bestimmten Gegenden (Pituch et al., 2007; Terhes et al., 2006). Neben
regionalen Faktoren spielt es auch eine Rolle, ob die CDI im Krankenhaus oder
ambulant erworben wurde, welcher Ribotyp vorliegt. So wird z. B. Ribotyp 027
haufiger bei nosokomial erworbener CDI gefunden (Bignardi & Settle, 2008;
Warny et al., 2005).

Ribotyp 027 wurde erstmals in Deutschland im Marz 2007 bei einem 76-jahrigen
im Rahmen eines septischen Schocks verstorbenen Patienten retrospektiv isoliert
(Zaiss et al., 2007). Im Herbst desselben Jahres wurde erstmals die endemische
Verbreitung dieses Ribotyps mit 31 % der typisierten Proben fur die Gegend um
Trier gezeigt (Jansen et al., 2010). 2008 war er fur 8 % der schwer verlaufenden
CDlI in Deutschland verantwortlich (Zaiss et al., 2010). Im internationalen Vergleich
ist dieser Wert momentan noch gering. In Grossbritannien lag er im gleichen Jahr
bei 41 % und vier Jahre zuvor in Quebec bereits bei 80 %. In beiden Regionen
verdrangte Ribotyp 027 den Ribotypen 001 von der fihrenden Position (Brazier
et al., 2008; Labbe et al., 2008).

Neue epidemisch relevante Ribotypen am Beispiel von 027 und 078

Der PCR-Ribotyp 027 wurde erstmals unter der Bezeichnung CD196 im Jahr 1985
als nicht-epidemischer Stamm beschrieben (Popoff et al., 1988). Auf Grund von
Mikroevolution kam es in den letzten Jahren jedoch zu einer veranderten Patho-

genitat einhergehend mit erhohter Virulenz (Stabler et al., 2006).

Fir diese hohe Virulenz sind mehrere Ursachen verantwortlich. Der neue Ribotyp
027 zeigt Punktmutationen der quinolone-resistence-determining region des DNA-
Gyrasegens gyrA, wodurch eine Resistenz gegenuber Flourchinolonen entstand
(Drudy et al., 2007). In der Diagnostik der vorliegenden Arbeit wurde diese mit
erfasst. Weitere Antibiotikaresistenzgene liegen auf sog. konjugativen Trans-
posons. Dies sind mobile genetische Elemente, die durch Konjugation in eine

Wirts-DNA integriert werden kdnnen (Salyers et al., 1994). Hierzu gehdrt z. B. das
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Chloramphenicolresistenzgen des Transposons CTn-027 (Stabler et al., 2009).

Des Weiteren wurde angenommen, dass der hochvirulente Stamm ein erhdhtes
Sporulationsvermdgen aufweist. Gezeigt wurde dies von Akerlund et al. 2008.
Zwei Jahre spater fand Burns etal. (2010a) jedoch eine verminderte und
verlangsamte Sporulation bei Ribotyp 027, sodass die Rolle der Sporenbildung bei
der Bestimmung der Virulenz noch nicht geklart ist. Hierfur wird aktuell zunachst
noch nach entsprechenden Genen und dem Mechanismus der Sporenkeimung
von C. difficile geforscht (Burns etal., 2010b). Unter Anderem sollen dabei
Gallensalze und das spore cortex-lytic enzyme SleC eine wichtige Rolle spielen
(Burns et al., 2010a; Giel et al., 2010; Sorg & Sonenshein, 2008, 2009).

Aber auch Veranderungen im PalLoc lassen sich bei dem modernen Ribotyp 027
finden. Zum Einen ist die Gensequenz der Bindungsdomane von Toxin B mutiert,
sodass es zu einer hoheren Bindungsaffinitat kommt, zum Anderen wurden
Deletionen und Punktmutationen im Gen des Negativregulators TcdC
nachgewiesen, die dessen Funktionsfahigkeit mindern bzw. durch Einbau eines
Stoppcodons zu dessen Verlust fuhren und damit eine vermehrte Toxinsynthese
bewirken (Deneve et al., 2009; MacCannell et al., 2006; Stabler et al., 2006, 2009;
Warny et al., 2005). Auch der Nachweis dieser Mutation erfolgte PCR-gestutzt fur
diese Arbeit.

Ribotyp 078 zeichnet sich ebenfalls durch eine erhdhte Virulenz aus. In Europa
noch an elfter Stelle aller vorgefundenen Ribotypen, war er vor einigen Jahren
bereits der vorherrschende Stamm bei der C. difficile induzierten Diarrhoe bei
Schweinen und Kalbern (Barbut et al., 2007; Keel et al., 2007). Bis 2008 stieg die
Pravalenz stark an, sodass er 2008 bereits der zweithaufigste Ribotyp in
deutschen Krankenhausern war (Zaiss et al., 2010). Im Vergleich zu Ribotyp 027
betrifft 078 haufiger Patienten unter 65 Jahren, auch das Verhaltnis ambulant zu
nosokomial erworbener CDI ist bei diesem Ribotyp hdoher. Der Anteil an schweren
Verlaufen sowie der Mortalitdt ist jedoch bei beiden Stammen gleich.

Gemeinsamkeiten lassen sich ebenfalls bezuglich der Virulenzfaktoren finden.
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Ribotyp 078 besitzt Gene fur Toxin A und B sowie fur das binare Toxin. Eine
Mutation, die zum Einbau eines Stoppcodons in tcdC fuhrte, konnte nachgewiesen
werden. In ihrer Resistenzlage unterscheiden sich die beiden Stdmme jedoch. 078
erwies sich als sensibel gegenuber Moxifloxacin. Resistenzen zeigten sich
gegenuber Clindamycin und Erythromycin (Goorhuis et al., 2008). Hierfur ist u. a.
das erm(B) Gen verantwortlich, welches auf einem konjugativen Transposon
(Tn5398) lokalisiert ist (Spigaglia et al., 2004).

2.3 Diagnostische Methoden

Neben der klinischen Symptomatik ist fir die Diagnosestellung einer CDI der
Nachweis von Clostridien bzw. deren Toxine aus Stuhl ausschlaggebend. Die
Methoden hierzu sind vielfaltig, sie unterscheiden sich in Dauer, Aufwand, Kosten
sowie der Zielstruktur, die nachgewiesen werden soll. Gegebenenfalls, z. B. bei
lleuspatienten, kann auch ein endoskopischer oder histopathologischer Nachweis
einer pseudomembrandsen Kolitis zur Diagnosestellung herangezogen werden
(Bauer et al., 2009; Cohen etal., 2010). Aullerdem kann zur weiteren Unter—
scheidung von C. difficile eine Ribo- und Toxinotypisierung vorgenommen werden.
Letztendlich wird in dieser Arbeit gezeigt, dass die Kombination mehrerer diagnos-

tischer Methoden notwendig ist, um eine eindeutige Diagnose stellen zu kdnnen.

Enzymimmunoassay (EIA)

ElAs werden zur quantitativen Bestimmung biologischer Substanzen genutzt,
indem  enzymmarkierte  Antikdrper, z.B. Meerrechtichperoxidase, an
entsprechende Antigene binden und durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht
werden. Bei der C. difficile Diagnostik dienen ElAs als zeitsparende Schnelltests
zum Nachweis von Toxin A, B und des Enzyms Glutamatdehydrogenase (GLDH),
entweder als selektive oder kombinierte Tests. GLDH allein ist als
Zellwandantigen jedoch unspezifisch, da hierdurch keine Differenzierung zwischen

toxigenen und nicht toxigenen C. difficile Stammen madglich ist, und es zudem in
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nah verwandten Clostridienspezies vorkommt. Ein kombinierter Test ist nicht nur
aus diesem Grund sinnvoll, sondern auch weil in 2 bis 5 % der Falle lediglich
Toxin B synthetisiert wird (Crobach et al., 2009; Cohen et al., 2010; Kufelnicka &
Kirn, 2011).

Nukleinsaureamplifikation

Die Nukleinsaureamplifikation dient dem Nachweis von C. difficile Genen,
insbesondere der Toxingene und Basenpaardeletionen, durch Polymerase-Ketten-
Reaktion. Durch die Wiederholung mehrerer Zyklen aus Denaturierung, Bindung
von Oligonucleotiden und Bildung neuer Doppelstrange kommt es zu einer
exponentiellen Zunahme spezifischer amplifizierter DNA-Molekule. Ein neuer
Ansatz ist die Multiplex-PCR. Mehrere Studiengruppen entwickelten hierfur in den
letzten Jahren verschiedene Assays (Barbut etal., 2011; Hoegh etal., 2011,
Persson etal., 2011). Im Gegensatz zur Uniplex-PCR, mit der nur ein Gen
nachgewiesen wird, zeichnet sie sich durch hohere Effizienz aus. Es kdnnen
gleichzeitig mehrere DNA-Sequenzen durch Primer mit mehreren unterschiedlich
markierten Sonden amplifiziert werden. Es handelt sich hierbei also nicht nur um

ein zeit- sondern auch materialsparendes Verfahren (Edwards & Gibbs, 1994).

Anaerobe Kultur

C. difficile kann direkt aus Stuhlproben kultiviert werden. Hierflr eignen sich
spezielle Medien, wie Cycloserin-Cefoxitin-Fruktose-Agar, die fir mindestens 48
Stunden anaerob bebritet werden mussen. Mit Hilfe einer Vorbehandlung der
Proben durch Alkoholschock oder des Zusatzes von Taurocholsaure oder
Lysozym kann die Erfolgsrate bei der Anzucht gesteigert werden (Borriello &
Honour, 1981; Wilcox et al., 2000). C. difficile wachst je nach Agar in bis zu
7,5 mm grolen, leicht gewdlbten, gelblichen, matt glanzenden Kolonien mit
rhizoidem Rand ohne Hamolyse. Des Weiteren wird es durch den pferde-
stallartigen Geruch auf Grund von p-Kresol-Synthese charakterisiert. Unter Wood-

Licht fluoreszieren die Kolonien in gelber bis hellgriner Farbe (Delmee, 2001;
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George etal., 1979). Nachteil dieser Methode ist die fehlende Unterscheidung
zwischen toxigenen und nicht toxigenen C. difficile Stammen, sodass im
Anschluss noch weitere Untersuchungen nétig sind. Durch diese Faktoren wird die
Dauer bis zur endgultigen Diagnose einer CDI negativ beeinflusst. Die Kultur ist
jedoch fur die Antibiotika-Sensibilitatstestung unverzichtbar, ebenso wie fur die
Isolatherstellung zur genaueren Differenzierung der C. difficile Stamme
(Kufelnicka & Kirn, 2011; Crobach et al., 2009).

Cell cytotoxicity assay (CCA)

Dieser Test beruht auf dem Nachweis, des durch Toxine hervorgerufenen
zytopathischen Effekts in Zellkultur und der Reversibilitat durch spezifisches
Antiserum. Auf eine Zellschicht, z. B. von Vero-, CHO-, HeLA-, Hep-2-Zellen oder
human foreskin Fibroblasten, wird eine aufbereitete Stuhlprobe gegeben. Auf
Grund der Zytotoxizitdt kommt es zur Rundzellenbildung der inokulierten Zellen
nach 24 bis 48 Stunden. Der Effekt kann anschlieend durch C. sordelli- oder
C. difficile Antitoxin neutralisiert werden. Wie auch die Kultur ist der CCA relativ
zeitaufwendig (Crobach et al., 2009; Delmee, 2001; Kufelnicka & Kirn, 2011).

Molekulare Typisierungsverfahren fur Clostridium difficile

C. difficile kann anhand von unterschiedlichen Merkmalen durch eine Vielzahl an
Typisierungsverfahren in Erregerstamme eingeteilt werden. Vor Gber 20 Jahren
bereits wurde das Immunoblotting oder die Einteilung von C. difficile in Sero-
gruppen mittels Agglutinationsverfahren durchgefihrt (Delmee, 1985; Heard et al.,
1986).

Eine weitere Mdglichkeit der Einteilung ist das Toxinotyping. Es differenziert 24
Toxinotypen (I — XXIV) und den Referenz-Toxinotyp 0. Sie unterscheiden sich in
ihrer PaLoc-Region auf Grund von Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen.
Nach einer RFLP-PCR werden die amplifizierten Fragmente in Lange und
Restriktionsschnittstellenpolymorphismen miteinander verglichen und so einem

Toxinotyp zugeordnet (Rupnik, 2008).
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Bei der Multilocus Variable-Number Tandem-Repeat Analysis (MLVA) werden
sieben kurze Wiederholungssequenzen, welche Uber das gesamte Genom verteilt
sind, amplifiziert und sequenziert. Anhand der Kopiezahlen werden die Isolate

dann den Stammen zugeordnet (van den Berg et al., 2007).

Weitere Typisierungsverfahren sind z. B. amplified fragment length polymorphism
(AFLP), eine Kombination aus Enzymrestriktion und PCR, oder multilocus
sequence typing (MLST) und surface layer protein A gene sequence typing
(sIpAST), die beide auf der Sequenzierung spezifischer Gensegmente
(Haushaltsgene bzw. Oberflachenprotein A) basieren. Das sIpA Gen kodiert fur ein
Vorlauferprotein der surface layer Proteine P36 und P47 (Karjalainen et al., 2001;
Killgore et al., 2008).

Fur die Beschreibung des hochvirulenten Stammes B1/NAP1/027 kommen in
entsprechender Reihenfolge restriction endonuclease analysis (REA), pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) und PCR-Ribotyping zum Einsatz. Erstere beruhen auf
Enzymrestriktion der gesamten genomischen DNA. Bei der REA wird sie mit der
Restriktionsendonuklease Hindlll und bei der PFGE mit Smal gespalten und nach
ihrem Bandenmuster eingeteilt. Die Gruppen der REA werden mit Buchstaben, die
Untergruppen mit arabischen Ziffern bezeichnet. Die PFGE unterscheidet
nummerierte NAP-Typen (North American pulsed-field type) (Clabots et al., 1993;
Killgore et al., 2008). Die Ribotypisierung basiert auf PCR-Produkten der 16S bis
23S rRNA |IGS-(intergenic spacer) Region. Dabei werden Langen von 233 bis
680 bp beschrieben. Inzwischen werden Uber 150 verschiedene Ribotypen
unterschieden, die in ihrer Nomenklatur jedoch nicht einheitlich sind, da keine

internationale Stammsammlung vorliegt (Indra et al., 2008).
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2.4 Zielsetzung

Infektionen mit Clostridium difficle gewannen in den letzten Jahrzehnten
zunehmend an Relevanz auf Grund der weltweiten Zunahme der CDI Falle und
dem Aufkommen neuer hypervirulenter Stamme (McDonald et al., 2006; Vonberg
et al., 2007). Die vorliegende Arbeit setzt sich aus zwei Teilen zusammen. Die
retrospektive Auswertung der am UKS erfassten Daten von 2000 bis 2010 befasst
sich mit den jahrlichen Fallzahlen der CDI im Saarland und Patienten-
charakteristika (Alter, Geschlecht) im Verlauf der Jahre. Des Weiteren wurden die
Besonderheiten in Bezug auf die einsendenden Fachrichtungen ausgewertet.
Hierbei sollten die Epidemiologie im Saarland sowie Zusammenhange der
genannten Faktoren mit einer CDI aufgedeckt und mit der internationalen

Datenlage verglichen werden.

Prospektiv wurden 101 Stuhlproben mit diskrepantem Antigennachweis fur GLDH
und Toxin A/B am mikrobiologischen Institut des UKS untersucht. Fir jede Probe
erfolgte neben der Routinelabordiagnostik (Antigennachweis, Kultur, slpA-
Sequenztypisierung) die weitere Untersuchung mittels Multiplex-PCR. Ziel dieser
prospektiven Arbeit war es, diskrepante Befunde aufzuzeigen, zu evaluieren und
anhand experimenteller Grundlagen fur die zukinftige Diagnostik Algorithmen zu
etablieren, die sich durch hohe Zuverlassigkeit, geringen Zeitaufwand und

Kosteneffektivitat auszeichnen.
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3 Material und Methoden

Die Arbeit gliedert sich in einen retrospektiven Teil zur Untersuchung der am UKS
erhobenen C. difficile Befunde von 2000 bis 2010 und einen prospektiven Teil zur
vergleichenden Untersuchung verschiedener Moglichkeiten eine C. difficile

Infektion zu diagnostizieren.

3.1 Retrospektive Auswertung

Die Datenabfrage der Ergebnisse fur C. difficile am UKS fur die Jahre 2000 bis
2010 erfolgte bis 2006 Uber das hausinterne MIB-Programm, im Anschluss Uber
die M/Lab-Software. Die Datenbanken wurden retrospektiv nach folgenden
Suchkriterien analysiert: Anzahl der C. difficile Anforderungen, Ergebnis des
Toxintests, Alter und Geschlecht der Patienten, Monat der Stuhlprobenabgabe

sowie einsendende Kilinik.

Die statistische Auswertung erfolgte fur parametrische Daten mittels Fisher's exact
test, fur nicht parametrische quantitative Daten mit dem Kruskal Wallis Test. Wenn
nicht anders gekennzeichnet, wurden im Text Mittelwerte + Standardabweichung

in Klammern angegeben.

3.2 Prospektive Auswertung

Als Ausgangsmaterial dienten frische Stuhlproben von Patienten mit Verdacht auf
eine Clostridium difficile Infektion, die von den einzelnen Kliniken des UKS bzw.
von externen saarlandischen Krankenhdusern oder Arzten eingesandt wurden.
Diese wurden zunachst mittels Glutamatdehydrogenase- und Toxin A/B — EIA
getestet. GLDH-positive und Toxin-negative Proben wurden im Zeitintervall von

Méarz bis August 2011 in die Studie eingeschlossen.
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Im Rahmen der Routinediagnostik erfolgte die anaerobe Anzucht aus nativen
Stuhlproben der Patienten mit Verdacht auf eine CDI und die anschlieRende
massenspektrometrische Untersuchung. Des Weiteren wurde ein GLDH- und
Toxinantigennachweis durchgefuhrt. Es wurden jeweils entsprechende Isolate
angelegt. Diese dienten einer erneuten Anzucht von C. difficile Kolonien um

daraus Toxinantigen nachzuweisen.

3.2.1 Antigennachweise

Der qualitative Nachweis von Clostridium difficile spezifischen Antigenen erfolgte
zum Einen aus Nativstuhlproben und zum Anderen aus Isolaten mit einem kom-
binierten Membranenzymimmunoeassay-Schnelltest fur Glutamatdehydrogenase

sowie fur die Toxine A und B.

Der Schnelltest (C. diff Quik Chek Complete, Techlab) wurde nach Hersteller-
angaben durchgefuhrt und mit Hilfe der beiliegenden Testkarte im Anschluss an
die zehnmindtige Reaktionszeit ebenfalls nach Herstellerangaben ausgewertet.
Bei GLDH-positivem und Toxin-negativem Ergebnis erfolgte die weitere

Untersuchung der Proben im Rahmen der Studie im hauseigenen PCR-Labor.

3.2.2 Anaerobe Kultur

Fur die anaerobe Anzucht von Clostridium difficile wurde mit einer sterilen Impfose
1 ml der nativen Stuhlprobe entnommen. Mittels Drei-Ohsen-Ausstrich wurde
diese auf CLO-Agar, ein Selektivhahrboden fur Clostridium difficile, gegeben und
in den GENbox-Anaerobiertopf (Biomérieux) nach Herstellerangaben eingebracht.
Die anaerobe Bebritung der beimpften Petrischalen erfolgte bei 37 °C fur 48
Stunden. Anschlie3end wurden die angeztchteten Kulturen nach Morphologie und
Geruch beurteilt. C. difficile zeigte sich als grau-weif3e Kolonie mit faserigem Rand

ohne Zeichen der Hamolyse sowie durch den pferdestallartigen Geruch (Abb. 3-1).
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Abb. 3-1 C. difficile Kultur auf CLO-Agar

Zur Bestatigung eines C. difficile positiven Ergebnisses wurden die Proben
massenspektrometrisch mit MALDI-TOF (MALDI-Biotyper, Bruker) untersucht.
Diese Untersuchung stellt eine Kombination aus Matrix-unterstutzter Laser-
lonisation und Flugzeitmassenspektrometer dar. Auf diese Weise wurde mit allen
eingegangenen Stuhlproben mit Verdacht auf eine CDI verfahren. Die Weiter-

kultivierung der Isolate erfolgte auf anaerob bebruteten Columbia Agar Platten.

3.2.3 Surfacelayer-ProteinA-Sequenztypisierung

Die genotypische Charakterisierung der Isolate erfolgte wie bereits beschrieben
durch Sequenzierung des Surfacelayer-Protein A Gens (Kato et al., 2001). Nach
DNA-Isolierung aus Kulturen und PCR des spezifischen Genabschnitts wurde das
PCR-Produkt mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht,
anschlielend erfolgte die Sequenzierung und der Abgleich mit Datenbanken

sowie eine Ergebnis-Validierung.

3.2.4 Multiplex-PCR fuir Clostridium difficile

Im Rahmen der Studie fur diese Arbeit wurden die Stuhlproben, die in der Routine-
diagnostik ein GLDH-positives und Toxin-negatives Ergebnis aufwiesen, einer

PCR-Untersuchung unterzogen.
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DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung aus den Stuhlproben erfolgte mit dem Maxwell 16 MDx
Instrument (Promega) und dem Maxwell 16 Tissue LEV Total RNA Purification Kit
(Promega). Mit einer sterilen 1 yl Impfése wurde eine etwa 2 mm?® gro3e Menge
an Probematerial in die entsprechende Lysepuffer enthaltende Vertiefung der
jeweiligen Kartusche eingebracht. AnschlieBend wurde das Gerat weiter nach
Herstellerangaben vorbereitet und das bereits vom Hersteller vorprogrammierte

Programm ,,Gesamte virale Nukleinsaure® durchlaufen.

Die einzelnen Schritte des Programms bestehen aus Lyse der in der Probe
enthaltenen Mikroorganismen, der DNA-Bindung an paramagnetische Partikel,

Trocknungsschritten und der Eluierung der Zielmolekule.

Zur Aufbewahrung wurden die Eluierungsrohrchen mit der isolierten DNA-LA6sung
bei -20 °C gelagert.

PCR-Amplifikation

Die verwendete Multiplex-PCR diente der Amplifikation folgender C. difficile Gene
in einem gemeinsamen Reaktionsansatz: Toxingene A und B (fcdA, tcdB), binare

Toxingene (cdtA, cdtB), Regulatorgendeletionen (tcdC), Moxifloxacinresistenz-
gene (gyrA).

Durch die Wiederholung mehrerer Zyklen aus Denaturierung, Bindung von
Oligonucleotiden und Bildung neuer Doppelstrange kommt es zu einer
exponentiellen Zunahme amplifizierter DNA-Molekule. Ein Vorteil der Multiplex-
PCR, im Gegensatz zur Uniplex-PCR, stellt die hdhere Effizienz dar. Es kdnnen
gleichzeitig mehrere DNA-Sequenzen durch Primer mit mehreren unterschiedlich
markierten Sonden amplifiziert werden. Es handelt sich hierbei also um ein zeit-
und materialsparendes Verfahren (Edwards & Gibbs, 1994).

Der Amplifikationsansatz wurde auf Eis in einem Reinraum hergestellt. Hierfur
wurden pro Ansatz 35 ul Primer-Nukleotid-Mix, 5 ul 10x-Puffer, 2 ul MgCly, 3 ul
Aqua destillata sowie 0,3 pl Tag-Polymerase in ein 2 ml Eppendorf-Gefaly
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pipettiert, und anschlieBend zu je 45 pul in Multiply-uStrip-Gefalke (Sarstedt)
aliquotiert. In einem seperaten Bereich wurden nun 5 ul der DNA-LGsung der
jeweiligen Probe dazu pipettiert und durchmischt. Pro Ansatz wurde eine Negativ-
kontrolle mitgefuhrt, die mit destilliertem Wasser zu einem Gesamtvolumen von
50 ul aufgefullt wurde. AnschlielRend wurden die Proben mit dem Galaxy Mini Star
(VWR) zentrifugiert.

Fur die Amplifikation im Thermocycler (GTQ-Cycler 24, Hain Lifescience) diente
folgendes Protokoll (Tab. 3-1):

Tab. 3-1 Thermocyclerprotokoll fiir PCR-Amplifikate

1. 5min | 95°C | 1 Zyklus

2. S0 sec | 95°C 10 Zyklen
2min | 58 °C
25sec | 95°C

3. 40 sec | 53 °C | 30 Zyklen
40sec | 70 °C

4, 8min | 70°C | 1 Zyklus

Die Lagerung erfolgte bei einer Temperatur zwischen -20 und 8 °C.

Hybridisierung

Die reverse Hybridisierung zur Detektion der positiven Signale erfolgte
automatisiert mit dem ProfiBlot Il T (Tecan). Generell besteht Schritt eins aus der
Denaturierung der Amplifikationsprodukte, Schritt zwei aus der Hybridisierung der
Biotin-markierten einzelstrangigen Amplifikate an membrangebundene Sonden. Im
dritten Schritt werden alle unspezifisch gebundenen Amplifikate entfernt und
letztendlich ein Streptavidin/Alkalische Posphatase(AP)-Komplex hinzugegeben,

der zu einer AP-vermittelten Farbreaktion flhrte.
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Es wurden fur jede zu untersuchende Probe 20 yl Denaturierungsreagenz in eine
Inkubationswanne pipettiert und anschlieend dieselbe Menge der Probe hinzu-
gegeben und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Bei Raumtemperatur wurde
das Denaturierungsreagenz-Amplifikat-Gemisch fur 5 Minuten inkubiert. Die
Lésungen fur Konjugat und Substrat wurden vorbereitet, indem das jeweilige
Konzentrat mit dem entsprechenden Puffer in einem Verhaltnis von 1:100
verdunnt wurde. Anschlielend wurde die Wanne in den zuvor nach Hersteller-
angaben vorbereiteten ProfiBlot II T (Tecan) eingelegt und folgendes Programm

gestartet:

* Hybridisierung

o Inkubation mit 1 ml vorgewarmter Hybridisierungslésung flr
2 Minuten bei 45 °C

o Pause zum Einlegen der mit Gelstift nummerierten Membranstreifen
o Weitere Inkubation fur 30 Minuten bei 45 °C
o Absaugen der Losung

* Entfernung der unspezifisch gebundenen Amplifikate

o Inkubation mit 1 ml vorgewarmter Stringent-Waschlésung fir
15 Minuten bei 45 °C

o Absaugen der Losung
* Konjugation mit Streptavidin/Alkalische Phosphatase-Komplex

o Inkubation mit 1 ml Konjugat (1:100 verdinnt) fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur

o Absaugen der Losung
* Waschen der Membranstreifen (je 2x)
o Inkubation mit 1 ml Rinse-Lésung fur 2 Minuten bei Raumtemperatur
o Absaugen der Losung
* Waschen der Membranstreifen
o Waschen mit 1 ml Aqua destillata fir 2 Minuten bei Raumtemperatur

o Absaugen der Losung
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* Alkalische Phosphatase-vermittelte Farbreaktion

o Inkubation mit 1 ml Substrat (1:100 verdinnt) fir 6 Minuten bei
Raumtemperatur

o Absaugen der Losung
* Waschen der Membranstreifen (je 2x)
o Waschen mit 1 ml Aqua destillata fur 2 Minuten bei Raumtemperatur

o Absaugen der Losung

Nach Beendigung des Programms wurden die Streifen aus ihrer jeweiligen Kavitat
entnommen, wenige Minuten an Raumluft getrocknet und auf dem zugehdrigen

Protokollbogen mit transparentem Klebestreifen befestigt.

Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Schablone der Firma Hain Lifescience
(Abb. 3-2):

Konjugatkontrolle (CC)
Amplifikationskontrolle (AC)
tpi-Locuskontrolle (tpil | ~ :c
C. difficile (CDiff) '
tedA=Sonde (tcdA)
tcdB-Sonde (tcdB)
cdtA-Sonde [cdtA)
cdtB-Sonde [cdtB]
tcdC 1-Locuskontrolle (tcdC 1)

tcdC-18 bp-Wildtypsonde [tcdC-18 bp WT)

tcdC-39 bp-Wildtypsonde [tcdC-39 bp WT) } Deletion im Regulatorgen tcdC
tcdC 2-Locuskontrolle [tcdC 2)

tedC-117-Wildtypsonde (tcdC-117-WT)

gyrA-Locuskontrolle (gyrA]

gyrA-Wildtypsonde (gyrA WT) ) ) ‘
gyrA-Mutationssonde 1A [gyrA-MUT 1A) Moxifloxacin-Resistenz
gyrA-Mutationssende 1B [(gyrA-MUT 18]

E Farbmarkierung

ficile
} Toxingene A und B

} binare Toxingene

T

Abb. 3-2 Schablone zur Auswertung des Membran-
streifenbandenmusters (Hain Lifescience)

War das Amplifikat Clostridium difficile negativ, erschienen lediglich die

Konjugat(CC)- und die Amplifikationskontrolle (AC). Bei positivem Ergebnis
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wurden zudem die tpi-Locuskontrolle und die C. difficile Bande (CDiff) sichtbar. Je
nach Anfarbung des Membranstreifens wurden die Proben in zehn verschiedene
Gruppen aufgeteilt, wobei Gruppe eins bis neun auf Abb. 3-3a zu sehen sind.
Proben der Gruppe eins (Abb. 3-3b) und zwei waren ohne Toxingennachweis, die
der Gruppe funf (Abb. 3-3c) und sechs zeigten nur die Gene fur Toxin A (fcdA)
und B (tcdB), alle ubrigen fur Toxin A, B und das binare Toxin (cdtA/cdtB). Gruppe
zehn bezeichnete alle Bandenmuster, die nicht in Gruppe eins bis neun fielen,
aber Clostridium difficile positiv waren. Die weiteren Banden gaben Hinweise auf
Deletionen im tcdC-Regulatorgen sowie auf eine mogliche Moxifloxacinresistenz.

Somit war z. B. auch der Nachweis des hochvirulenten Ribotyps 027 moglich.

Die Ergebnisse wurden in einen Protokollbogen Ubertragen, der neben o.g.
Informationen auch das Geschlecht und das Alter des Patienten, sowie die
Ergebnisse der Stuhlkultur, des Toxinantigennachweises aus den Isolaten und die

Ribotypisierung enthielt.

C. difficile=Stamm [z,B. Ribotyp 001, 042,

046, 070, 077, 081, 087)
C. difficile=Stamm (z.B. Ribotyp 001, 042,

virulenter, Moxifloxacin-resistenter
virulenter, Moxifloxacin-resistenter
046, 070, 077, 081, 087)

hochvirulenter, Moxifloxacin-sensitiver
C. difficile-Stamm (z.B. Ribotyp 078, 126)
hochvirulenter, Moxifloxacin-resistenter
C. difficile-Stamm [z,B. Ribotyp 078, 126)
hochvirulenter C. difficile-Ribotyp 027

C. difficile=Stamm
virulenter, Moxifloxacin-sensitiver

virulenter, Moxifloxacin-sensitiver

apathogener, Moxifloxacin-resistenter
C. difficile=Stamm

apathogener, Moxifloxacin-sensitiver
C. difficile=Stamm

C. difficile=Stamm

tcdC-117WT 13— s s - —
gyl‘A 14 —— S S S .

grAMUT B —m———————————F———————+—————+—

1 2 3 4 5 6 7 8 9

= Anfirbung —— keine Anfarbung
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Abb. 3-3 a) Auswertung des Membranstreifenbandenmusters (Hain Lifescience)
b) und c) Beispiele von Original-Membranstreifen (vergroRert)

Anzucht von Clostridium difficile Kulturen

Von allen untersuchten Proben wurden im Rahmen der Laborroutine Isolate
angelegt. Es erfolgte ein Vergleich der PCR-Ergebnisse aus einer Anzahl von 27
Isolaten mit den entsprechenden Befunden aus nativem Stuhl um eventuelle
Diskrepanzen zu detektieren. Hierzu wurde aus den Isolaten C. difficile auf
Columbia-Agar in einem Anaerobiertopf (Merck) mit zuvor eingebrachtem
Katalysator (Oxoid) angezuchtet. Das Gefal® wurde im Jar Gassing System (Don
Whitley Scientific) dem anaeroben Zyklus unterzogen und nachfolgend bei 37 °C
anaerob im Brutschrank (Typ B 6200, Heraeus) inkubiert. Nach 72 Stunden
erfolgte die Isolierung der Bakterien-DNA, die PCR-Amplifikation, die
Hybridisierung sowie die Ergebnisauswertung nach oben beschriebenem Schema.
Einzige Unterschiede zu den Nativstuhlproben stellten die Menge der fur die
Amplifikation bendtigten Menge an Taqg-Polymerase (0,2 anstatt 0,3 ul) und das
Thermocyclerprotokoll (Schritt 3: 20 anstatt 30 Zyklen) dar. Diese Ergebnisse
wurden bezuglich C. difficile Positivitat, Toxinnachweis und Mutationen im tcdC-
sowie gyrA-Gen mit den Befunden ihrer korrespondierenden Nativstuhlprobe

verglichen.
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3.3 Gerate, Reagenzien und Software

Kultur

COS (Columbia agar + 5% sheep blood)
Anaerobiertopf 2,5 I-Volumen mit Deckel
Plattenkorb fur 12 Petrischalen
Anaerobier-Sicherheitskatalysator

Macs mics jar gassing system

CLO (Selektivmedium zur Anzucht von

Clostridium difficile aus Stuhlproben)
GENbox Anaerobiertopf 7,0 |
GENbox anaer (10 Aluminiumbeutel mit je 1Gasgenerator)

Brutschrank Typ B 6200

Massenspektrometrie

MALDI Biotyper
mit MALDI Biotyper Automation Control Software

HPLC geeignetes Wasser
Formic-Acid
Trifluoressigsaure
Acetonitrile

Ethanol absolut

Ethanol 70 %

Trifluoressigsaure 80 %

Biomérieux
Merck
Merck
Oxoid

Don Whitley Scientific

Biomérieux
Biomérieux
Biomérieux

Heraeus

Bruker

Fluka
Fluka
Sigma Aldrich
Fluka
Fluka

zentrales Chemi-

kalienlager UdS

zentrales Chemi-

kalienlager UdS
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HCCA portioned Bruker

BTS (Bakterien-Test-Standard) Bruker

Antigennachweis

C. diff Quik Chek Complete Techlab
Inhalt: Testkarte

Verdlinnungspuffer

Waschpuffer

Substrat

Konjugat

Positivkontrolle

Einweg-Kunststoffpipette
Reagenzglaser Eppendorf
Applikatorstabchen

Lab Dancer S40 Vortexer VWR

Surface-Layer-Protein A Sequenzierung

Primer slpAcom 19 (Nr. 76) Biomers
(GTT GGG AGG AAT TTA AGR AAT G)

Primer slpAcom 22 (Nr. 77) Biomers
(GCW GTY TCT ATT CTATCD TYW CC)

Taq DNA Polymerase Kit Cat. No. 201207 Qiagen
Inhalt: 10x PCR-Puffer
Q-L6sung

Taqg-Polymerase
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PCR grade Aqua destillata
dNTP-Set

Multiply-uStrip Pro 8er Kette 0,2 ml PCR-Gefalde
UNOII-Thermoblock Thermocycler
TBE Puffer (1:10) (Tris-Borat-EDTA Puffer)
QA-Agarose TM Cat. No. AGAH0500
Laufpuffer (1:10 TBE Puffer)
Gelelektrophoresekammer SubCell QT
Transilluminator

ExoSAP —IT

Safelock Tubes, 1,5 ml

Mikrowelle

FinchTV Software

Braun Melsungen AG
Roth

Sarstedt

Biometra

Merck

MP North American
Merck

BioRad

Ultra-Violet Products
USB

Eppendorf
Elektrolux

Geospiza

NCBI BLAST Datenbank (Basic Local Alignment Search Tool)

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi

Stuhl-/Kulturaufreinigung

Maxwell 16 MDx Instrument
Maxwell 16 Tissue LEV Total RNA Purification Kit
Inhalt: Maxwell 16 LEV RNA Cartridges
Nuclease free water
Elution tubes 0,5ml

LEV Plungers

Promega

Promega

31



Material und Methoden

Polymerase-Ketten-Reaktion

Galaxy Mini Star Zentrifuge VWR
Multiply-uStrip Pro 8er Kette 0,2 ml PCR-Gefalde Sarstedt
GTQ-Cycler 24 Thermocycler Hain Lifescience
Taq Polymerase Qiagen (50/U) Hain Lifescience
Inhalt: Taq Qiagen 5U/ul
MgCl, 25mM

10x Puffer (15mM MgCl,)
H20 dest.

PNM (Primer-Nukleotid-Mix, GenoType CDiff Ver 1.0 Kit) Hain Lifescience

Hybridisierung
ProfiBlot Il T automatischer Tecan
Hybridisierungsblotprozessor
GenoType CDiff Ver 1.0 Kit Hain Lifescience
Inhalt: Membranstreifen
Denaturierungsreagenz
Hybridisierungspuffer

Stringent-Waschldsung
Rinse-Ldsung
Konjugat-Konzentrat
Konjugat-Puffer
Substrat-Konzentrat
Substrat-Puffer

Aqua destillata
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Retrospektive Auswertung

Hausinternes MIB-Programm

[M/Lab] Software Dorner Health
Solutions

Access 2003 Microsoft

Excel 2007 Microsoft

Auswertung der Laborergebnisse

Protokollbogen (enthalten in GenoType CDiff Ver 1.0 Kit)  Hain Lifescience

Schablone (enthalten in GenoType CDiff Ver 1.0 Kit) Hain Lifescience
[M/Lab] Software Dorner Health
Solutions
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4 Ergebnisse

4.1 Clostridium difficile Infektionen am UKS 2000 - 2010

Die Auswertung der diagnostischen Proben von Januar 2000 bis Dezember 2010
bildete die Grundlage des retrospektiven Teils dieser Arbeit. Hierzu wurden die
Toxin-Ergebnisse genauer ausgewertet. Die Haufigkeiten an Clostridium difficile
Anforderungen und Toxin-positiven Proben der einzelnen Jahre, mit Aufgliederung
in Geschlecht und Altersklassen, der verschiedenen einsendenden Kliniken sowie
die Fluktuationen Uber die Monate eines Jahres wurden zueinander in Bezug
gesetzt. Im Zeitraum vom 25.02.2010 bis 16.06.2010 fehlten eine Anzahl von
insgesamt 465 Toxin-Ergebnissen. Grund war die Einfuhrung des Glutamat-
dehydrogenase-EIA, sodass erst ab Mitte Juni 2010 beide Tests kontinuierlich
parallel durchgefihrt wurden und spater durch einen kombinierten EIA ersetzt

wurden.

4.1.1 Clostridium difficile Anforderungen und Befunde

Wahrend des Untersuchungszeitraums von elf Jahren wurden jahrlich zwischen
2618 und 5301 (3963 + 841) diagnostische Stuhlproben untersucht (Abb. 4-1a).
Bei einer etwa gleichbleibenden Anzahl an Gesamtstuhlproben stieg jedoch im
gleichen Zeitraum die Zahl der C. difficile Anfragen von 648 (2000) auf ein
Maximum von 2568 (2007) und fiel bis 2010 wieder auf 1870 ab (1507 £ 721). Die
Zahl der positiven Toxinbefunde verhielt sich in dieser Zeit ahnlich, mit einem
Anstieg von 37 (2000) auf 466 Positivproben (2007) und anschlielRendem Abfall
auf etwa die Halfte mit 231 (2010) positiven Befunden (174 £ 141). Beim Abfall der
Anzahl der C. difficile Anforderungen sowie der Toxin-positiven Befunde muss
jedoch die unvollstandige Datenlage in knapp einem Drittel des Jahres 2010

beachtet werden.
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Gesamtstuhlproben Toxin A/B Anforderungen —*—Toxin A/B positiv

Abb. 4-1a absolute Haufigkeiten aller Stuhlproben, der C. difficile Anforderungen und
der Toxin A/B positiven Befunde

In den Jahren 2001 bis 2009 war eine signifikante Zunahme von 44,3 % (von 14,8
auf 59,1 %) der C. difficile Anforderungen bezuglich aller eingegangenen
Stuhlproben zu vermerken (Abb. 4-1b). Seit 2007 stabilisierten sich die relativen
Haufigkeiten der C. difficile Anfragen auf einem hohen Level (37,5 £ 14,4 %). Das
Verhaltnis von Toxin-positiven Befunden zu C. difficile Anforderungen stieg in den
letzten Jahren am UKS ebenfalls signifikant an (9,9 £ 4,1 %), wobei sich die
relativen Haufigkeiten diesbezlglich seit 2006 auf einem Plateau befanden.
Nichtsdestotrotz spiegelt sich der Peak wider, der sich schon bei den absoluten
Haufigkeiten zeigte. 2007 waren somit 18,1 % der diagnostischen Stuhlproben, die
auf C. difficile getestet wurden, Toxin-positiv; eine Differenz von 12,4 % im
Vergleich zum Jahr 2000.
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Abb. 4-1c Inzidenz der Toxin A/B positiven Befunde pro 10.000 Patiententage
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Die o.g. Verhdltnisse fur die Toxin-positiven Befunde spiegeln sich auch in
Relation zu den Gesamtpatiententagen pro Jahr wider (Abb. 4-1c¢). Die Zunahme
der Inzidenz (4,4 + 3,7 pro 10.000 Patientage) steigerte sich seit 2000 mit einer
Inzidenz von 0,8 Fallen jahrlich bis zu einem Gipfel im Jahr 2007 mit 12,1 Fallen
pro 10.000 Patiententage auf etwa das 15-fache. Bis 2010 fiel die Inzidenz wieder
auf circa die Halfte mit 5,9 Fallen pro 10.000 Patiententage ab.

4.1.2 Patientencharakteristik

Geschlechtsspezifische Unterschiede

Die Zahl der Anforderungen nach einer C. difficile Diagnostik sowie die
entsprechenden positiven Befunden waren bei Mannern und Frauen annahernd
gleich (Abb. 4-2a).

1400
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800

Anzahl
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400

200 /\—'

o ¢ -
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Zeit (Jahre)
Toxin A/B Anforderungen Frauen Toxin A/B Anforderungen Manner
Toxin A/B positiv Frauen —*—Toxin A/B positiv Manner

Abb. 4-2a absolute Haufigkeiten der C. difficile Anforderungen und der Toxin A/B
positiven Befunde von Mannern bzw. Frauen
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Wie bei den Gesamtzahlen (Abb. 4-1a) zeigte sich bis 2007 eine stetige Zunahme
der Anforderungen (Manner: von 355 auf 1436, Frauen: von 293 auf 1131) bzw.
positiven Proben (Manner: von 24 auf 249, Frauen: von 13 auf 217) und eine
darauffolgende Abnahme deren Haufigkeiten (Anforderungen der Manner: auf
1025, der Frauen: auf 844 bzw. positive Befunde der Manner: auf 126, der Frauen:
auf 104). Die C. difficile Anforderungen fur Manner (822 + 390) lagen in allen elf
Jahren Uber denen der Frauen (684 + 333). Auch bei den Toxin-positiv getesteten
Proben lag die Anzahl bei den Mannern (93 £ 73), mit Ausnahme der Jahre 2001
und 2006, uber der der Frauen (MW 81 £ 70).

Die relativen Haufigkeiten der Toxin-positiven Befunde bei Mannern (9,9 + 3,5 %)
und Frauen (9,8 = 5,0 %) wiesen ab 2000 eine Zunahme bis 2007 auf,
anschlieend fiel der Prozentsatz bis 2010 wieder (Abb. 4-2b). Auffallig war, dass
bis auf das Jahr 2006 (p < 0,05) keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Geschlechtern gefunden werden konnten.
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Abb. 4-2b relative Haufigkeiten der Toxin A/B positiven Befunde aller C. difficile
Anforderungen von Mannern bzw. Frauen (* p < 0,05)
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Altersspezifische Unterschiede

Bei den Altersklassen wurden die Unter-Zwanzig-Jahrigen zusammengefasst und
die folgenden Gruppen in Zehn-Jahresintervalle aufgeteilt. Die Mittelwerte von
2000 bis 2010 (Abb. 4-2c) wiesen in allen zehn Jahren den gleichen Verlauf,

jedoch in unterschiedlich starker Auspragung, auf.

Bei den Gruppen der unter 40-jahrigen fanden sich auf niedrigem Niveau kaum
Unterschiede bezilglich der Haufigkeiten der C. difficile Anforderungen und der
Positivproben. Im Verlauf zeigten sowohl die Anforderungen als auch die Toxin-
positiven Befunde eine kontinuierliche Zunahme mit steigendem Lebensalter.
Nach dem deutlichen Peak zwischen dem 70. und 80. Lebensjahr mit 375,1 &
193,6 Anforderungen bzw. 56,9 = 48,9 Toxin-positiven Proben waren die

Haufigkeiten fur beide Parameter wieder deutlich rucklaufig.
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Abb. 4-2c C. difficile Anforderungen und Toxin A/B positive Proben verschiedenener

Altersklassen. Mittelwerte und Standardabweichungen der Jahre 2000 - 2010
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Auch die relativen Haufigkeiten der positiven Toxinbefunde in ihrer jeweiligen
Altersklasse (Abb. 4-2d) zeigten bei annahernd gleichen Prozentsatzen der unter
40-jahrigen eine entsprechend dem Lebensalter kontinuierliche Zunahme. Der
Satz an positven Befunden verdreifachte sich mit zunehmendem Alter von 4,8 +
3,4 % zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr auf 14,6 £ 7,5 % zwischen dem 80.
und 90. Lebensjahr und stieg nochmals um 2,2 % zwischen der 90. und 100.
Dekade (16,8 + 13,6 %). Signifikante Unterschiede zu den unter 40-jahrigen
zeigten sich gegenuber allen Altersgruppen der Uber 40-jahrigen. Des Weiteren
wurden zwischen den 30 — 40-jahrigen und den 40 — 50-jahrigen (p < 0,05), den
60 — 70-jahrigen und den 70 — 80-jahrigen (p < 0,001) sowie der darauffolgenden
Gruppe (p < 0,05) signifikante Unterschiede gefunden.
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Abb. 4-2d relative Haufigkeiten der Toxin A/B positiven Befunde bzgl. aller C. difficile
Anforderungen verschiedener Altersklassen. Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Jahre 2000 - 2010 (* p < 0,05; *** p < 0,001)
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4.1.3 Saisonale Verteilung

Die relativen Haufigkeiten der Toxin-positiven Stuhlproben pro Monat der Jahre
2000 bis 2010 zeigten keine wiederkehrende jahreszeitliche Rhythmik (Abb. 4-3a).
Eine saisonale regelmafige Wiederkehr Toxin-positiver Infektionen war also nicht
erkennbar; signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Monaten
wurden nicht gefunden. Der niedrigste Mittelwert aller zehn Jahre fand sich mit 6,7
t 5,1 % Toxin-positiver Befunde aller eingesandten Proben im Marz, die maximale
mittlere relative Haufigkeit lag im Mai mit 18,5 + 18,7 % und hat somit zum
nachstliegenden Monat Juni (14,0 + 9,0) einen Abstand von knapp 4,5 %. Im Jahr
2010 lag im Monat Mai ein einmaliger Hochstwert von 69,0 % vor, der diesen
Unterschied bedingte. Von Mai bis September (9,0 + 4,3 %) nahmen die
Mittelwerte ab und stiegen bis Dezember (12,9 + 9,1 %) wieder kontinuierlich an.
Dieser Verlauf bestatigte sich bei der Auswertung der einzelnen Haufigkeiten der
Jahre 2000 bis 2010 aber nicht.
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Abb. 4-3a saisonale relative Haufigkeit der Toxin A/B positiven Befunde
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Die Inzidenz pro 10.000 Patiententage (Abb. 4-3b) zeigte ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede bezuglich einer saisonalen Haufung an Toxin-positiven
Stuhlproben. Das durchschnittiche Maximum lag im Dezember mit 6,1 £ 5,7
Fallen pro 10.000 Patiententagen, das durchschnittliche Minimum im Marz (3,2
3,9 Falle pro 10.000 Patiententage).

12
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Abb. 4-3b Saisonale Inzidenz der Toxin A/B positiven Befunde pro 10.000 Patiententage

4.1.4 Befunde der verschiedenen Fachrichtungen

Die analysierten Stuhlproben wurden von den verschiedenen Kliniken des UKS
sowie von externen Krankenhausern bzw. Arzten eingesandt. Dabei erfolgte die
Untergliederung in internistische, chirurgische und padiatrische Fachabteilungen
des UKS sowie in externe Einsender. Alle Gbrigen Kliniken des UKS wurden zu
einer Gruppe (,andere) zusammengefasst. Hierunter fanden sich
dermatologische, gynakologische, HNO-arztliche, neurologische, orthopadische,

radiologische und urologische Stationen.
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Abb. 4-4a absolute Haufigkeiten der C. difficile Anforderungen der verschiedenen

Fachrichtungen

Bei den absoluten Zahlen der Einsender (Abb. 4-4a) war zu sehen, dass der
generelle Verlauf der Gesamtanforderungen fur C. difficile mit bis 2007
steigenden, und im Anschluss wieder fallenden Werten auch fur die internistischen
und chirurgischen Stationen galt. Ein stetiger Anstieg von 503 auf 1855
angeforderter C. difficile Nachweise von 2000 bis 2007 und anschlielRendem Abfall
auf 1157 Proben 2010 wurde fir die Kliniken fur Innere Medizin (1063 + 492)
nachgewiesen, die damit mit Abstand die meisten Proben zur Diagnostik in unser
Labor eingesandt haben. In der Chirurgie (166 + 93) erfolgte ein geringer Anstieg
von 2000 bis 2004 von 57 auf 99 Proben, bis 2005 verdoppelte sich die Anzahl
jedoch (198 Proben). Der Hochstwert lag im Jahr 2007 bei 276 C. difficile
Anforderungen. Bis 2010 sank dieser dann wieder auf das Niveau von 2005 mit
197 Anforderungen. Die Anforderungen der Kinderkliniken (53 + 37) stellten den
geringsten Teil der Gesamtanforderungen dar. Die Gesamtzahlen lagen bis 2008
zwischen 25 (2002) und 56 Anfragen (2006), in den darauffolgenden Jahren war
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bis 2010 eine Zunahme auf 155 Proben zu vermerken. Die Anzahl derer C. difficile
Anforderungen, die der Gruppe der Ubrigen oben aufgezahlten Kliniken des UKS
(160 = 97) zuzuordnen sind, waren in ihrer Tendenz steigend, mit einem
Minimalwert von 44 Einsendungen 2000 und einem Maximalwert von 300
Einsendungen 2009. Die Anzahl der externen Einsendungen aus dem Saarland
(64 £ 52) machten, ahnlich der Kinderkliniken, nur einen geringen Anteil aus. Sie
nahmen bis 2006 zu, von einer Anforderung 2001 auf 145 Anforderungen. Ab
2007 lagen die absoluten Zahlen dann niedriger, zwischen 79 und 113 Anfragen.
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Abb. 4-4b relative Haufigkeiten der C. difficile Anforderungen der verschiedenen
Fachrichtungen bzgl. aller Gesamtanforderungen pro Jahr

Die Kliniken fUr Innere Medizin (71,7 = 5,1 %) machten sichtbar den groften
prozentualen Anteil an allen C. difficile Anforderungen pro Jahr gegenuber den
Ubrigen Kliniken aus (Abb. 4-4b). Eine leicht abfallende Tendenz von 77,6 % im
Jahr 2000 zu 61,9 % im Jahr 2010 wurde nachgewiesen. Mit durchschnittlich
61,2 % weniger folgte die Chirurgie (10,5 + 2,4 %) mit relativen Haufigkeiten
zwischen 8,2 (2003) und 15,2 % (2006). Ahnliches zeigte sich fir die Gruppe
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.,andere“ (10,4 = 3,1 %); den prozentual geringsten Anteil der Gesamt-
anforderungen machten die Kinderklinik (3,8 = 2,0 %) und die externen Einsender
(3,6 £ 2,7 %) aus.
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Abb. 4-4c absolute Haufigkeiten der Toxin A/B positiven Befunde der verschiedenen

Fachrichtungen

Bezuglich der absoluten Haufigkeiten der positiven Toxinbefunde (Abb. 4-4c)
zeigte sich fur die internistischen Kliniken des UKS (109 = 94) insgesamt eine
steigende Tendenz. Bis 2005 erfolgte nur eine geringe Zunahme auf niedrigem
Niveau. Im Jahr 2006 kam es dann zu einem sprunghaften Anstieg auf etwa die
dreifache Menge (157), die sich im Jahr 2007 nochmals auf 320 Positivbefunde
verdoppelte. In den darauffolgenden Jahren nahm der Wert bis 2010 wieder um
ein Drittel ab (109). Die positiven Ergebnisse aus den chirurgischen Kliniken
waren entsprechend der Zahl der Anforderungen deutlich geringer (25 = 19). Die
geringste Anzahl der Toxin-positiv befundeten Proben lag in den Jahren 2000,
2001 und 2003 mit jeweils funf Proben. Dieser Wert verzehnfachte sich etwa bis

2007 auf 55. Die positiven Befunde der Stationen der Kinderklinik (4 = 5) nahmen,
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entsprechend der steigenden Zahl an Gesamtanforderungen fur C. difficile, zu. Die
Zahlen lagen hierbei bis 2008 zwischen null und funf auf Toxin positiv getestete
Stuhlproben und stiegen bis 2010 auf 18 positive Proben an. Alle tbrigen Kliniken
des UKS, die Stuhlproben eingesandt haben, zeigten Zahlen zwischen einer
Toxin-positiven Einsendung im Jahr 2004 bis zu einem Maximalwert von 58
Positivbefunden im Jahr 2007 (23 = 20). Toxin-positive Befunde von externen
Einsendern aus dem Saarland (14 £ 12) waren erst ab 2004 zu verzeichnen. Der

Maximalwert lag bei 31 Toxin-positiven Proben im Jahr 2006.
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Abb. 4-4d relative Haufigkeiten der Toxin A/B positiven Befunde bzgl. aller Toxin A/B
positiven Proben pro Jahr

Prozentual (Abb. 4-4d) stellte sich anteilig an allen positiven Proben eines Jahres
fur die Kliniken fur Innere Medizin (63,2 = 7,9 %), wie schon bei den C. difficile
Anforderungen, der deutlich grote Teil an positiven Befunden dar. Hierbei fand
sich 2003 ein Maximalwert von 75,0 % und 2010 ein Tiefstwert von 47,2 %. Der
Anteil der Positivproben aus der Chirurgie an der Gesamtzahl pro Jahr (14,8 +

5,3 %) lag zwischen einem Minimalwert von 7,4 % (2003) und einem Peak von
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25,7 % (2005) und damit durchschnittlich 48,4 % unter den Werten aus der
Inneren Medizin. Es folgten in absteigender Reihenfolge der Anteile an den
gesamten Toxin-positiven Proben pro Jahr die sonstigen Kliniken des UKS (12,8

+ 6,0 %), die externen Einsender (6,6 + 6,0 %) und die Kinderklinik (2,5 £ 2,5 %).
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Abb. 4-4e relative Haufigkeiten der Toxin A/B positiven Befunde der jeweiligen
Fachrichtung bzgl. aller Anforderung dieser Gruppe pro Jahr

Das Verhaltnis der relativen Haufigkeiten der Toxin-positiven Stuhlproben eines
Fachbereichs pro Jahr zu den C. difficile Anforderungen dieser Gruppe pro Jahr
(Abb. 4-4e) zeigte fur die internistischen Kliniken (8,7 = 3,8 %) wiederrum einen
Peak fur das Jahr 2007. Der Prozentanteil der positiven Toxinbefunde bezogen
auf die Gesamtanforderung dieses Einsenders pro Jahr stieg von 5,2 % (2000) auf
17,3 % (2007) um uber 10 % und fiel in den darauffolgenden Jahren wieder auf
9,4 % (2010) ab. Hingegen war eine steigende Tendenz der positiven Befunde fur
die chirurgischen und padiatrischen Kliniken des UKS, sowie flr die externen
Einsender zu verzeichnen. Der prozentuale Anteil an auf Toxin positiv getesteten

Stuhlproben aus der Chirurgie (13,1 + 4,4 %) wies eine Spanne von 13,5 % auf,
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mit einem Tiefstwert von 6,4 % (2003) und einem Hdéchstwert von 19,9 % (2007).
In der Kinderklinik (6,1 = 4,1 %) lagen im Jahr 2000 und 2003 keine Toxin-
positiven Befunde vor, im Jahr 2010 waren es dagegen 11,6 %. Die starkste
Zunahme fur die Toxin-positiven Befunde innerhalb einer Gruppe fand sich bei
den externen Einsendern (14,1 £ 11,8 %). Seit 2004 (21,2 %) stieg die relative
Haufigkeit um 9,2 % bis 2010 (30,4 %) an. Fur die Gruppe der anderen Kliniken
des UKS (12,4 = 6,4 %) war keine eindeutige Tendenz zu verzeichnen. Der
Prozentsatz fur die positiv getesteten Proben unter dieser Einsendergruppe lag
zwischen 1,1 % (2004) und 20,6 % (2006, 2007).
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Fachrichtung bzgl. aller Anforderung dieser Gruppe (== = Mittelwert;
*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)

Im Durchschnitt (Abb. 4-4f) zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
positiven Befunden der chirurgischen Patienten gegenlber den internistischen
(p < 0,05) und den péadiatrischen Patienten (p < 0,01). Auffallig war aul3erdem,
dass die Anzahl der von extern gegenuber der von intern (ausgenommen
Kinderklinik) eingesandten Proben mit positivem Toxinbefund signifikant hoher war
(p <0,001).
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4.1.5 Intensivpatienten

Mdgliche Unterschiede bezlglich Toxin-Positivitat zwischen Patienten von
Intensiv- und Normalstationen wurden durch die Auswertung der Befunde der

verschiedenen intensivmedizinischen Stationen des UKS eruiert.
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Abb. 4-5a absolute Haufigkeiten der C. difficile Anforderungen und der Toxin A/B
positiven Befunde von Intensivpatienten

Bezuglich der absoluten Haufigkeiten der Anforderungen nach einer C. difficile
Diagnostik bei Intensivpatienten (Abb. 4-5a) war eine deutliche Zunahme Uber die
Jahre 2000 bis 2010 (134,5 £ 45,5) zu sehen. Angefangen mit einer Zahl von 59
Anforderungen im Jahr 2000 erreichten die Werte einen Peak mit 218
Anforderungen im Jahr 2008, die Zahl der C. difficile Anfragen stieg somit um den
Faktor 3,7. Im Vergleich zu den absoluten Haufigkeiten der Anforderungen stiegen
die der Toxin-positiven Befunde der Intensivpatienten (12,4 £ 7,1) um den Faktor
6,3 zwischen dem Tiefstwert im Jahr 2001 mit vier Toxin-positiv getesteten
Stuhleinsendungen und dem Hoéchstwert von 25 Toxin-positiven Proben im Jahr

2007, im Vergleich zu den Anforderungen also um knapp das Doppelte. In den
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Folgejahren zeigten sich weniger Toxin-positive Befunde mit einem Minimum von

elf positiv getesteten Proben 2009.
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Abb. 4-5b Relative Haufigkeiten Toxin A/B positiver Befunde von Intensivpatienten und

Toxin A/B positiver Befunde aller Patienten

Prozentual (Abb. 4-5b) stellte sich eine Zunahme der relativen Haufigkeit der
positiven Toxin-Einsendungen der Intensivpatienten (8,9 + 3,6 %) von 2001 bis
2006 um 10,2 % dar (von 4,7 auf 14,9 %), mit einem darauffolgenden Abfall um
7,9 % bis zum Jahr 2009 (auf 7,0 %). Die Haufigkeiten der positiven Toxinbefunde
zeigten zwar deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Jahren, jedoch keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den relativen Haufigkeiten von auf

Toxin positiv getesteten Stuhlproben aller Patienten (9,9 + 4,1 %).
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4.2 Bedeutung von diskrepanten Antigen-Befunden

Im Rahmen der empfohlenen Zwei-Stufen-Diagnostik kommt es haufig zu
diskrepanten Befunden. Im prospektiven Teil dieser Arbeit wurden 101
Stuhlproben mit GLDH-positivem und Toxinantigen-negativem Ergebnis, die in
einem Zeitraum von sechs Monaten (Marz bis August 2011) gesammelt wurden,
mittels Multiplex-PCR (Hain Lifescience) als unabhangiger hochsensitiver
Bestatigungstest insbesondere auf das Vorliegen der Toxingene tcdA, tcdB und
cdtA/cdtB untersucht. Neben diesen wurden auch Deletionen des tcdC-Gens
sowie gyrA-Mutationen detektiert. Anschliel3end erfolgte die Gegenuberstellung zu
den Befunden der Kultur aus Nativstuhlproben, des Toxinantigennachweises aus

Isolaten und der slpA-Sequenzierung.

4.2.1 Multiplex-PCR aus Nativstuhlproben

Stuhlproben, die GLDH als common antigen und damit das Vorhandensein von
C. difficile aufwiesen, bei denen gleichzeitig jedoch kein Toxinnachweis erfolgte,
wurden im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht. Grinde fur solch diskrepante

Ergebnisse kdnnen sein:
» falsch positiver GLDH-Nachweis
» falsch negativer Toxinnachweis
* Vorliegen eines nicht toxigenen C. difficile Stammes

Durch verschiedene unabhangige Untersuchungen (Kultur, Toxinantigen-Kultur,
Multiplex-PCR) sollte zwischen richtig positiven bzw. negativen und falsch
positiven bzw. negativen Befunden differenziert werden. Mit insgesamt 101 GLDH-
positiven / Toxin A/B negativen Stuhlproben wurde eine Multiplex-PCR zum
unabhangigen Erregernachweis und zur Genotypisierung durchgefuhrt. Hierbei
zeigte die PCR in 7,9 % der Falle ein negatives Ergebnis fur C. difficile. Dem-
entsprechend konnte in 92,1 % der Falle C. difficile mittels PCR nachgewiesen

werden. Es war auffallig, dass 81,7 % der fur C. difficile PCR-positiven Proben
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detektierbare Toxingene aufwiesen; 74,2 % tcdA und tcdB, und 7,5 % zusatzlich

fur cdtA/B. Lediglich fur 18,3 % waren tatsachlich keine Toxingene nachweisbar.

Die Toxinantigen-Kultur wurde bei 69,3 % dieser Proben durchgeflhrt. Sie zeigte
in 31,4 % der Falle ein negatives Ergebnis fir Toxinantigene. Beachtlich war, dass

bei dem Grol3teil der Proben (68,6 %) Toxinantigene nachweisbar waren.

Die Ergebnisse der Kultur, der Toxinantigen-Kultur sowie der Multiplex-PCR
wurden zueinander in Kontext gesetzt (Abb. 4-6). 30,7 % der Proben fur C. difficile
waren kulturell negativ. In der PCR bestatigte sich dieses Ergebnis jedoch gerade
einmal bei 9,7 %, sodass von einem falsch positiven GLDH-Ergebnis
ausgegangen werden kann. Die ubrigen Nativstuhlproben zeigten in der PCR ein
C. difficile positives Ergebnis. Daher ist es nahe liegend, dass die Kultur einen
falsch negativen Befund erbrachte. Diese Stdmme wurden weiter in nicht toxigen
und toxigen differenziert. 14,3 % hatten keine Toxingene, 82,1 % die Gene fur die
Toxine A und B und 3,6 % die Gene fur die Toxine A, B und das binare Toxin. Aus
den Isolaten der nativen Stuhlproben, von denen sich eine C. difficile Kultur
anzuchten lie3, wurde eine Toxinantigen-Kultur angelegt. Hier liel3 sich in 31,4 %
der Kulturen kein Antigen nachweisen. Das Ergebnis der PCR fur diese Gruppe
war in 4,5 % der Falle falsch negativ fur C. difficile. Bei den ubrigen 95,5 %
C. difficile positiven Kulturen, konnten in der PCR in Uber der Halfte der Falle
(52,4 %) keine Toxingene nachgewiesen werden. Trotz negativer Toxinantigen-
Kultur zeigte interessanterweise jedoch die andere knappe Halfte der Proben bei
38,1 % einen Nachweis der Gene fur Toxin A und B, und in 9,5 % zuséatzlich auch
fur das binare Toxin. In diesen Fallen ist am ehesten von einem falsch negativen
Ergebnis der Toxinantigen-Kultur auszugehen. Nachweisbare Toxinantigene
fanden sich hingegen bei 68,6 % der angezlchteten Isolate. Davon zeigte sich in
8,3 % der Falle in der PCR kein C. difficile Nachweis, also einen falsch negativen
Befund, und somit in 91,7 % ein positives Ergebnis flr das Bakterium. Von diesen
C. difficile PCR-positiven Befunden, fand sich in der PCR-Untersuchung bei
gerade einmal 4,5 % der Stuhlproben kein Toxingennachweis. Bei 90,9 % waren
die Gene fur Toxin A und B, und bei weiteren 4,5 % aul3erdem noch fur das binare

Toxin detektierbar.
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Abb. 4-6 Kultur, Toxinantigen-Kultur und Multiplex-PCR im Kontext zueinander

Die Beurteilung der Befunde (Tab. 4-1) erfolgte im Vergleich zum GLDH / Toxin
A/B-EIA. Als falsch positiv oder falsch negativ wurden Befunde gewertet, die durch
mindestens zwei unabhangige Methoden widerlegt wurden. Der GLDH-Nachweis
war nur in den wenigsten Fallen falsch positiv (3 %). Daneben waren falsch
positive Befunde nur bei der Toxinantigen-Kultur zu verzeichnen. Diese waren mit
2 % jedoch kaum vertreten. Auffallend war dagegen, dass der Toxinnachweis mit
79 % die meisten falsch negativen Ergebnisse erbrachte. Die C. difficile Kultur
folgte bezlglich der Anzahl falsch negativer Befunde mit 28 % an zweiter Stelle.
Falsch negative Ergebnisse zeigten auch die Toxinantigen-Kultur (10 %) und am
seltensten die C. difficile PCR (4 %).
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Tab. 4-1 Beurteilung der Ergebnisse aus GLDH / Toxin A/B EIA, Kultur, Toxinantigen-
kultur und Multiplex-PCR ( ¥ = falsch negativer bzw. falsch positiver Befund)
C. Toxin- C. Beurteilung des
difficile | Ag- | difficile | Toxin- | Ag-Nachweises Kommentar Anzahl %
Kultur | Kultur | PCR | PCR | GLDH | Toxin
- - - faIiCh r'djt'g keine Diskrepanzen 3 3,0 %
] . .| nehtig | nieht | ¢ gificile Kultur falsch-| 4 | 4,0%
] . + | fiehtig ffalseh | o giciie Kultur falsch-| 24 | 23,8 %
. i i .| nehtig | riehta | ¢ _gifficile PCR falsch- | 1 | 1,0%
+ - + - r'CEt'g r'CIj“g keine Diskrepanzen 11 10,9 %
N i . + | richtig | falsch | 1oin-Ag-Kultur falsch - | 10 | 9,9%
. . i .| richtig | falseh | o gificile PCR falsch- | 4 | 4,0 %
+ + + - nct:tlg r'Cljt'g Toxin-Ag-Kultur falsch + 2 2,0%
+ + + + r'CEt'g falc:*,ch keine Diskrepanzen 42 41,6 %

2=101| 100 %

4.2.2 Multiplex-PCR aus Clostridium difficile Isolaten

Parallel zu den Nativstuhlproben wurden 22 ausgewabhlte Isolate mittels Multiplex-
PCR untersucht. Anschliefend erfolgte zur Ermittlung der Sensitivitat ein Ver-
gleich mit den entsprechenden PCR-Ergebnissen der Proben aus nativem Stuhl.
Alle ausgewahlten Isolate der Kultur-positiven, Toxinantigen-Kultur-negativen
Proben zeigten in der PCR einen positiven Befund fur C. difficile. Jedoch konnte
bei 54,5 % der Proben genotypisch ebenfalls kein Nachweis von Toxingenen
erfolgen. Dagegen detektierte die PCR trotz negativer Toxinantigen-Kultur in
40,9 % der Falle die Gene fur Toxin A und B, und in weiteren 4,5 % liel3en sich

zusatzlich noch die Gene des binaren Toxins nachweisen.

Bei der vergleichenden Auswertung zeigte sich in 86,4 % ein komplett identisches
Ergebnis fur die PCR-Ergebnisse der Nativstuhlproben und der korrelierenden

Isolate. Bezuglich der Toxingene stimmten 91,0 % der PCR-Ergebnisse Uberein.
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Die im Einzelfall diskrepanten Befunden lie3en falsch negative Ergebnisse oder
Mischinfektionen vermuten. Die Unterschiede bezogen sich v.a. auf Wildtyp-
sonden, d. h. auf Mutationen im gyrA-Gen, welches Hinweise auf eine mdgliche
Moxifloxacinresistenz gibt oder Mutationen des Regulatorgens fcdC als

Charakteristikum fir hochvirulente C. difficile Stamme.
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Abb. 4-7 Dlskrepante Befunde bei der Multlplex-PCR ZWIschen Natlvstuhlprobe und

korrelierendem Isolat

Bei drei (13,6 %) der untersuchten Isolate mit negativem Toxinantigen-Ergebnis
zeigten sich in der PCR Diskrepanzen zu den untersuchten Nativstuhlproben
(Abb. 4-7). Dabei waren jeweils zwischen zwei und vier Sonden diskrepant. Diese
drei Vergleiche wurden in den folgenden Ausfuhrungen mit A, B und C bezeichnet.

Bei Stuhlprobe A war das Ergebnis fur C. difficile negativ, wohingegen das Isolat A
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einen positiven C. difficile Befund ohne Toxingennachweis ergab, was am ehesten
ein falsch negatives Ergebnis der Nativstuhlprobe vermuten lasst. Bei den
C. difficile positiven Befunden war genotypisch auffallig, dass sich sowohl be-
zuglich der Toxingene als auch der Resistenzgene jeweils im PCR-Ergebnis aus
Nativstuhl mehr Banden anfarbten als aus dem lIsolat. Die Proben B zeigten so-
wohl als Nativstuhlprobe wie auch als Isolat einen Nachweis der Gene der Toxine
A und B. Das Vorhandensein dieser beiden Gene ist mit dem diagnostizierten
Ribotyp 001 gut vereinbar. Im Stuhl B fanden sich jedoch aul3erdem die Gene fur
das binare Toxin (cdtA-, cdtB-Sonde). Das Fehlen einer tcdC-Sonde im Ergebnis
des Isolats B zeigte eine Deletion im entsprechenden Gen an, welche mit einer
erhdhten Toxinproduktion einhergeht. Beide Proben C zeigten das Vorliegen der
Gene fur die Toxine A, B und das binare Toxin. Diese Befunde unterschieden sich
lediglich durch Mutationen im gyrA-Gen und im Regulatorgen, die ausschlief3lich
bei dem entsprechenden Isolat vorkamen. Zumindest die Deletion im tcdC-Gen ist

mit dem hier vorliegenden Ribotyp 078 vereinbar.

4.2.3 Surfacelayer-ProteinA-Sequenztypisierung

Die eingeschlossenen Stuhlproben wurden mittels Sequenztypisierung fur
Surfacelayer-ProteinA ribotypisiert (Abb. 4-8). Da dies aus Kulturen erfolgt, wurde
sie nur bei den 69,3 % C. difficile positiven Kulturen der insgesamt 101 GLDH-
positiven und Toxinantigen-negativen Proben durchgefuhrt. In der Gruppe der
Toxinantigen-negativen  Kulturen fanden sich die verschiedenen nicht-
endemischen Ribotypen in 40,9 % der Falle am haufigsten. Es folgten in ab-
steigender Reihenfolge die Ribotypen 10 (22,7 %), 001, 14/66, 12/46/92 (je 9,1 %)
und 078 sowie 31/94 (je 4,5 %). Bei den Kulturen mit positivem Toxinantigen-
nachweis lielen sich diverse nicht-endemische Ribotypen in 33,3 % der Proben
ebenfalls mit der groten Haufigkeit nachweisen. Des Weiteren wurden die
Ribotypen 14/66 (22,9 %), 001 (16,7 %), 002, 31/94 (je 8,3 %), 027, 078 (je 4,2 %)
und 10 (2,1 %) sequenziert.
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Auffallend war, dass Ribotyp 12/46/92 nur bei den Toxinantigen-Kultur-negativen

Proben zu finden war, und die Ribotypen 002 und 027 lediglich bei den

Toxinantigen-positiven Proben. Signifikante Unterschiede zeigten sich auch

zwischen dem Vorkommen des Ribotyps 10 (p < 0,05).
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®001 ®002 ©~010 ®™027 =078 12/46/92 14/66 31/94 andere

Abb. 4-8 slpA-Sequenztypisierung (links: Gesamtheit der Proben; rechts oben:
Toxinantigen-Kultur negative Proben; rechts unten: Toxinantigen-Kultur
positive Proben)

Bei den verschiedenen Ribotypen und dem in der PCR der entsprechenden Nativ-
stuhlprobe detektiertem genetischen Repertoire bezlglich der Toxingene zeigte
sich, dass fur denselben Ribotyp keine Toxine, Toxin A und B oder alle drei Toxine
genotypisch vorhanden sein kdnnen (Tab. 4-2). Selten war trotz des Ribotyp-

nachweises ein falsch negatives Ergebnis fur C. difficile in der PCR vorhanden.
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Tab. 4-2 Ribotypen und Gennachweise

Ribotyp Toxine (PCR) Mutationen (PCR)
Bezeichnung | Anzahl Toxingene Anzahl (%) Bezeichnung Anzahl (%)
PCR negativ 2(8%) -
andere 55 nicht toxigen 8(32%) - -
A, B 14 (56 %) 18bp, gyrA1A 2(8%)
A, B, cdt 1(4 %) 39bp + gyrAlA 1(4 %)
14/66 13 PCR negativ 2 (15 %) - -
A, B 11 (85) gyrAlA 1(8 %)
001 10 A, B 9 (90 %) gyrAl1A 5 (50 %)
A, B, cdt 1(10 %) - -
10 6 nicht toxigen 4 (67 %) - -
A, B 2(33%) 117 1(17 %)
PCR negativ 1(20 %) - -
31/94 5 nicht toxigen 1 (20 %) -
A, B 3 (60 %) -
002 4 A, B 4 (100 %) -
A, B 1(33%) - -
078 3
A, B, cdt 2 (67 %) gyrAl1A 1(33 %)
027 2 A, B, cdt 2 (100 %) 18bif7lj;;§‘l';AlA’ 2 (100 %)
12/46/92 2 A B 2 (100 %) -
2 =70

Im Allgemeinen dominierten in dieser Studie die toxigenen Stdmme mit Ausnahme
von Ribotyp 10 (Toxingennachweis in 33 % der Falle). Dabei zeigten sich die
Ribotypen 12/46/92, 001, 002, 078 sowie 027 zu 100 % toxigen. Es folgten die
Stamme 14/66 (85 %), 31/94 (60 %) und die endemisch vorkommenden
Ribotypen (60 %). Die Gene cdtA/cdtB fur das bindre Toxin wurden bei Ribotyp
027, wie fur diesen Stamm typisch, in allen Fallen nachgewiesen, bei Ribotyp 078
in 67 % der Proben. Seltener fand sich dieses Toxin bei Ribotyp 001 (10 %) und

interessanterweise auch bei den endemisch vorkommenden Stammen (4 %).

Der Groldteil der untersuchten Stamme zeigte weder Deletionen des tcdC-Gens
(93 %) noch Mutationen des gyrA-Gens (84 %). Am haufigsten waren diese
beiden genotypischen Veranderungen jedoch bei Ribotyp 027 zu finden (100 %),
was neben dem binaren Toxin die Hypervirulenz dieses Stammes mitbedingt.

Deletionen von tcdC waren aul’erdem bei Ribotyp 10 (33 %) und, wenn auch nur
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selten, bei den endemisch vorkommenden Stdmmen (8 %) nachweisbar.
Dagegen waren gyrA-Mutationen haufiger zu finden. Neben Ribotyp 027 fanden
sie sich interessanterweise mit 50 % am zweithaufigsten bei Ribotyp 10. Es folgte
Ribotyp 078 (33 %), Ribotyp 14/66 (8 %) sowie die endemisch vorkommenden
Stamme (8 %). Frei von den in dieser Studie untersuchten Mutationen waren
lediglich die Ribotypen 31/94, 12/46/92 und 002.

Interessant war, dass bei den drei Proben des Ribotyps 078 nach Durchfuhrung
der Multiplex-PCR aus Isolaten, auf allen Membranstreifen das binare Toxin,
sowie die 39bp Deletion detektiert wurden (Abb. 4-7 C). Da dies fur Ribotyp 078
typisch ist, war bei den Nativstuhlproben am ehesten eine Mischinfektion mit
mehreren Stammen zu vermuten. Weitere Koinfektionen, oder gegebenenfalls
falsch positive Befunde, waren auf Grund des Nachweises der Gene fur das
binare Toxin bei den endemisch vorkommenden Stammen sowie bei Ribotyp 001
naheliegend. Im PCR-Ergebnis des Isolats von Ribotyp 001 (Abb. 4-7 B) ist zu

erkennen, dass cdtA/cdtB nicht detektiert wurden.
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5 Diskussion

Bereits vor etwa 30 Jahren konnten toxigene C. difficile Stamme mit Hilfe eines
EIA fur Toxin A, spater auch kombiniert fir Toxin A und B, nachgewiesen werden.
Mit Bekanntwerden der geringen Sensitivitat dieses Testverfahrens wurde
empfohlen, zusatzlich die toxigene Kultur durchzufihren. Im Verlauf entwickelten
sich zudem verschiedene Methoden zur genaueren Typisierung von C. difficile.
Die neuesten diagnostischen Ansatze umfassen den Nachweis von GLDH als
Suchtest und die genotypische Analyse mittels PCR. Mit Einflhrung der Multiplex-
PCR war es inzwischen gelungen, zeitgleich mehrere Gene fiur Toxine und
Resistenzen zu untersuchen. Heute werden verschiedene Algorithmen zur
C. difficile Diagnostik diskutiert (Kufelnicka & Kirn, 2011; Schmidt & Gilligan,
2009). Die im retrospektiven Teil dieser Studie verwendeten Daten beruhen auf
den Ergebnissen des Toxin A/B Schnelltests, die fur den untersuchten Zeitraum

von 2000 bis 2010 kontinuierlich vorlagen.

Bedingt durch die Optimierung der diagnostischen Methoden, neuer Test-
algorithmen, die veranderte Epidemiologie und die wachsende Aufmerksamkeit
gegenuber der C. difficile Problematik kam es in den letzten Jahren zu einem
Inzidenzanstieg der CDI. Neue hypervirulente Stamme, die sich durch eine
erhohte Toxinsynthese und eine veranderte Resistenzlage auszeichnen, breiteten
sich zunachst in Nordamerika und von da aus auch nach Europa aus (Kuijper
et al., 2006, 2008; Muto et al., 2005; Pepin et al., 2004). Im Rahmen unserer
Studie am UKS war fur die Jahre 2000 bis 2007 ein Inzidenzanstieg von 0,9 auf
11,3 Félle pro 10.000 Patiententage zu verzeichnen. Im Anschluss an diesen
Zeitraum war am UKS eine rucklaufige Tendenz der CDI Falle zu verzeichnen, die
Inzidenzdichte halbierte sich nahezu von 11,3 im Jahr 2007 auf 5,1 Falle pro
10.000 Patiententage im Jahr 2010.

Ursachen fur den Inzidenzgipfel 2007 waren moglicherweise eine gesteigerte
Aufmerksamkeit auf die C. difficile Problematik und damit einhergehender
intensiver betriebener Diagnostik auf Grund der regionalen Nahe des Saarlandes

zu Frankreich. Hier wurde ein Jahr zuvor, 2006, bereits erstmals ein gehauftes
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Vorkommen des hochvirulenten Ribotyps 027 festgestellt (Birgand et al., 2010;
Kuijper et al., 2008). Im Herbst 2007 war dieser Stamm auch um Trier, als direkter
Nachbarort zum Saarland, endemisch verbreitet (Jansen etal., 2010).
Verbessertes Hygienemanagement sowie differenzierterer Einsatz von
antibiotischen Medikamenten konnte das Auftreten der CDI am UKS in den
Folgejahren einddmmen. Der vermehrte Einsatz vor allem von Flourchinolonen
forderte die Verbreitung resistenter C. difficile Stamme, sodass eine genauere
Indikationsstellung flr deren Verwendung in diversen Studien als CDI

einddammende MalRnahme postuliert wurde (Kallen et al., 2009; Pepin et al., 2005).

Deutschlandweit stieg die Inzidenzdichte der CDI parallel zu den am UKS
erhobenen Daten von 0,13 2000 auf 9,75 pro 10.000 Patientage 2006 an
(Gastmeier et al., 2009; Vonberg et al., 2007, Vonberg & Gastmeier, 2008). 2007
wurde vom nationalen Referenzzentrum fur Surveillance von nosokomialen
Infektionen das Modul fur Clostridium difficile assoziierte Diarrhoe eingefuhrt
(http://www.nrz-hygiene.de/surveillance/kiss/cdad-kiss/). Bei diesen deutschland-
weit (jahrlich zwischen 35 und 126 deutsche Krankenhduser) erhobenen Daten
zeigte sich interessanterweise im Gegensatz zu unserer Studie seit 2007 eine
weitere Zunahme der Inzidenzdichte pro 10.000 Patiententage um 0,7 (von 6,6 im
Jahr 2007 auf 7,3 im Jahr 2010).

Im Vergleich mit anderen europaischen Staaten lag die Inzidenzdichte sowohl von
Deutschland als auch in unserer Studie speziell am UKS deutlich Uber dem
Durchschnitt, den die Studien von Bauer et al. (gewichtetes Mittel 4,1/10.000
Patiententage) und Barbut et al. (2,45/10.000 Patiententage) erbrachten. In beiden
Studien wurde jeweils nur eine geringe Zahl an Krankenhdausern pro Staat
evaluiert, wodurch die Daten moglicherweise nicht reprasentabel waren. Zudem
unterschieden sich die diagnostischen Methoden in den verschiedenen
europaischen Landern, sodass die Bestimmung der Inzidenz auf der jeweiligen
Spezifitat und Sensitivitat des angewendeten Testverfahrens beruhte (Barbut
et al.,, 2003, 2007; Bauer et al.,, 2011). Dagegen waren die Inzidenzzahlen aus
Nordamerika um ein Vielfaches héher. Der Wert lag bei der Auswertung von 7 US-

amerikanischen Krankenhausern in den Jahren 2000 bis 2003 zwischen 10,8 und
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13,2 Fallen pro 10.000 Patiententage (Sohn et al., 2005). Andere Studien zeigten
von 2000 bis 2005 eine Verdoppelung der CDI Inzidenz, sowie eine erwartete
Verdreifachung bis 2010 innerhalb dieser Dekade (McFarland etal., 2007;
McFarland, 2009; Zilberberg et al., 2008).

Bezlglich der Patientencharakteristik zeigten sich in unserer Studie bei der
Auswertung der Toxinergebnisse bis auf das Jahr 2006 (p < 0,05) keine
signifikanten Unterschiede der Toxin-positiven Befunde zwischen mannlichem und
weiblichem Geschlecht. Diese Daten decken sich mit einem Grofteil anderer
Studien aus den USA und Europa (Boone et al., 2012; McDonald et al., 2006;
Mellace etal., 2012). Bei der von Smyth et al. (2008) gefundenen hodheren
Wahrscheinlichkeit fur Frauen an einer CDI zu erkranken, wird das hohere mittlere
Alter diskutiert, welches einen bedeutenden Risikofaktor darstellt. Im Gegensatz
zum Geschlecht spielt das Patientenalter fur die Entwicklung einer CDI eine
eindeutige Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass fortschreitendes Alter mit einer
Zunahme der relativen Haufigkeit der CDI korreliert. Zu einem hochsignifikanter
Sprung (p <0,001) der positiven Befunde kam es zwischen den 60- bis 70-
jahrigen und den 70- bis 80-jahrigen. Auch zur nachfolgenden Gruppe der 80- bis
90-jahrigen Patienten war nochmals eine signifikante Zunahme (p < 0,05) der
positiven Ergebnisse zu verzeichnen. Die unter 40-jahrigen Patienten
zusammengefasst zeigten signifikant weniger positive Befunde als die 40- bis 50-
jahrigen (p <0,01) sowie die Proben der Patienten der nachfolgenden Dekaden
(p <0,01). In der Literatur wird ab dem 60. bis 65. Lebensjahr eine signifikant
steigende Inzidenz beschrieben (Bartlett, 2006; Karlstrom et al., 1998; Vonberg
et al., 2007). Ein hoheres Alter geht jedoch auch mit mehr Komorbiditaten und
einem langeren Krankenhausaufenthalt einher, sodass diese Faktoren die hohe
Inzidenz im Alter mitbedingen (Pepin et al., 2005). Bei dieser Arbeit lagen keine
entsprechenden Daten vor, weswegen hierzu fur den Zeitraum 2000 bis 2010 am

UKS keine Ruckschlisse gezogen werden konnten.

In dieser retrospektiven Studie konnte fur das Auftreten der CDI keine eindeutige
saisonale Haufung gefunden werden. Unterschiede zwischen den Mittelwerten der

Jahreszeiten von 2000 bis 2010 waren nicht signifikant. Eine Studie aus
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Sudwestdeutschland wies ebenfalls eine konstante Nachweishaufigkeit von
C. difficile Uber alle Monate verteilt auf (Terletskaia-Ladwig et al., 2011). Dagegen
zeigten andere Studien, sowohl aus Deutschland als auch aus den USA, eine
Haufung der CDI in den Wintermonaten. Diese wird auf eine vermehrte
Verschreibung von Antibiotika, wie Flourchinolone und Makrolide, bei in dieser Zeit
gehauftem Auftreten von Infektionen des Respirationstrakts zurtckgefuhrt. In
verschiedenen Studien wurde ein Anstieg der CDI Inzidenz ein bis zwei Monate
nach einem Influenzapeak nachgewiesen (Polgreen et al., 2010; Reil et al., 2011).
Eine mdgliche Erklarung der Inzidenzzunahme am UKS im Jahr 2007 ist der in der
neunten bis zehnten Kalenderwoche dieses Jahres aufgetretene Peak der
Influenzawelle, welcher deutlich Gber dem Vorjahr sowie dem darauffolgenden
Jahr lag (Buchholz et al., 2008).

Interessanterweise beschaftigten sich bisher nur sehr wenige Studien mit dem
Vorkommen der CDI nach Fachbereichen analysiert. Woran dies im Detail liegt,
kann nicht bestimmt werden. Die wenigen vorhandenen Studien waren auf Grund
ihres Designs nicht mit unseren Daten vergleichbar. Das retrospektive Design
unserer Studie erlaubte keine Berechnung von Inzidenzzahlen. In den Jahren
2000 bis 2010 waren in der vorliegenden Studie zwischen 5,7 und 18,1 % aller
untersuchten Stuhlproben aller Fachabteilungen des UKS sowie der externen

Einsender Toxin-positiv.

Der Mittelwert der relativen Haufigkeiten der CDI der chirurgischen Fach-
abteilungen (13,1 %) lag mit 4,4 % signifikant (p < 0,05) Uber dem der
internistischen Kliniken (8,7 %). Als Grund fiur eine erhdhte Inzidenz der CDI in
chirurgischen Abteilungen wird die prophylaktische perioperative Antibiotikagabe
diskutiert, die selbst als single-shot Antibiose einen spezifischen Risikofaktor
darstellt. Privitera et al. (1991) zeigten eine Inzidenz der C. difficile Kolonisation
von 17,3 % bzw. mit toxigenen Stammen von 14,4 % nach einmaliger Gabe eines
Cephalosporins bzw. Mezlocillin (Crabtree et al., 2007; Harbarth et al., 2001; Yee
et al., 1991).
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Die Daten aller anderer Kliniken des UKS, die Stuhlproben zur C. difficile
Diagnostik in unser Labor gesandt haben, waren auf Grund der Diversitat dieser
Gruppe, die sowohl aus konservativen als auch aus operativen Disziplinen

bestand, kaum beurteilbar.

Die Daten der padiatrischen Patienten waren ebenfalls schwierig zu bewerten. Die
Bedeutung der Diagnostik in dieser Patientengruppe wurde in den letzten Jahren
kontrovers diskutiert. Gerade Kinder unter einem Jahr stellen eine besondere
Patientengruppe dar, da hier eine hohe C. difficile Durchseuchungsrate vorliegt
ohne dass die diagnostischen Methoden speziell fur Kinder zugelassen sind und
die Bedeutung der C. difficile Pathogenitat unklar ist (Bryant et al., 2009). Im
Vergleich zu den anderen Fachrichtungen zeigte sich zwar ein signifikanter
Unterschied zu den chirurgischen (p < 0,01), nicht jedoch zu den internistischen
Kliniken. Dieser geringe Unterschied ist mitbedingt durch die Hospitalisation von
Kindern mit komplexen chronischen Erkrankungen. An oberster Stelle stehen
dabei maligne Tumoren. Es folgen hamatologische, immunologische,
kardiovaskulare sowie gastrointestinale Erkrankungen. Kinder mit entzindlichen
Darmerkrankungen zum Beispiel erleiden elf mal haufiger eine CDI als
darmgesunde Kinder. Der Anstieg der CDI Inzidenz bei Kindern am UKS folgt
einem weltweiten Trend, der sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen zu
verzeichnen ist. Dagegen hat sich das Ausmal} der Erkrankungsschwere bei
Kindern nicht verandert (Kim et al., 2008; Nylund et al., 2011; Ricciardi et al.,
2007). Der Schweregrad der CDI konnte in der vorliegenden Studie auf Grund des

retrospektiven Designs jedoch nicht mit einbezogen werden.

Die Patienten der externen Einsender zeigten gegenuber denen der internen
Einsender des UKS eine signifikant hohere relative Haufigkeit bezuglich Toxin-
positiver Befunde (p < 0,001). Der hohe Prozentsatz innerhalb dieser Gruppe ist
jedoch am ehesten dadurch bedingt, dass die Stuhlproben schon vordiagnostiziert
wurden und insbesondere bei schwer verlaufenden Durchfallerkrankungen
erweiterten Spezialuntersuchungen in unserem Labor zugefuhrt werden sollten.
Aber auch die weltweit steigende Zahl der ambulant erworbenen CDI kann diesen
Umstand mitbedingen (Khanna et al., 2012; Kuijper et al., 2006). Bei der hier
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durchgefuhrten retrospektiven Datenerhebung war eine Differenzierung zwischen

ambulant und nosokomial erworbener CDI nicht moglich.

Im intensivmedizinischen Rahmen ist Clostridium difficile der haufigste Erreger
von Durchfallerkrankungen (Liolios et al., 1999). Fur die CDI auf Intensivstationen
wird eine Inzidenz von circa 4 % angegeben, wohingegen die Gesamtinzidenz der
CDI in medizinischen Zentren bei etwa 2 % liegt. Dies wird auf die vermehrt
vorliegenden Risikofaktoren der Intensivpatienten, wie z. B. intensivierte Pharma-
kotherapie, mechanische Beatmung oder enterale Ernahrung, zurtckgefuhrt
(Lawrence et al., 2007; Riddle & Dubberke, 2009). Bei der Subgruppenanalyse der
Intensivpatienten am UKS zeigten sich bezuglich der relativen Haufigkeit der
Toxin-positiven Befunde erstaunlicherweise keine signifikanten Unterschiede
gegenuber der Gesamtheit aller Fachbereiche. Die verschiedenen Fachbereiche
wiesen jedoch unterschiedlich hohe Haufigkeiten auf, sodass die Zahlen der
Toxin-positiven Stuhlproben zwar im Mittel keinen signifikanten Unterschied zu
denen der Intensivpatienten zeigten. In den chirurgischen und anderen Kliniken
sowie bei den externen Einsendern waren im Durchschnitt jedoch mehr, in den
padiatrischen Kliniken weniger Toxin-positive Befunde nachzuweisen, als auf allen
Intensivstationen. Selbigen Sachverhalt zeigten bezuglich Pravalenzzahlen auch
Smyth et al. (2008) mit einer Gesamtpravalenz der CDI von 1,21 und einem nur
geringfugig hoheren Wert fur die Intensivstationen von 1,25. Zwischen den
einzelnen Fachspezialisierungen differierten die Pravalenzen ebenfalls. Unklar
war, ob die CDI auf der Intensivstation erworben wurde oder bei Verlegung bereits
bestand. Dass die relativen Haufigkeiten dennoch so &hnlich waren, beruhte unter
Umstanden gerade wegen der grofleren Zahl an Risikofaktoren der intensiv-
medizinisch betreuten Patienten erhdhten Aufmerksamkeit gegenuber der CDI

und damit einhergehender strikter befolgter Hygienemalinahmen.

Limitationen dieser Studie ergaben sich in erster Linie auf Grund des
retrospektiven Charakters und den aus den Krankenakten nicht vollstandig
analysierbaren Daten bezuglich der Clostridium difficile Infektion, der spezifischen

Symptomatik und Therapie.

Im prospektiven Teil dieser Arbeit erfolgte die C. difficile Diagnostik durch
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verschiedene unabhangige Testmethoden, wie der Toxinantigen-Kultur und der
Multiplex-PCR. Da der GLDH-Nachweis in fast allen Studien eine hohe Sensitivitat
von Uber 90 % und eine niedrige Rate an falsch positiven Befunden aufwies diente
dieser als Screeningtest (Fenner et al., 2008; Shetty et al., 2010; Zheng et al.,
2004). Die geringe Sensitivitat des Toxin A/B EIA machte weitere Testmethoden
zur unabhangigen Kontrolle sowie die Etablierung eines Diagnostikalgorithmus

notwendig.

FUr den von uns verwendeten C. diff Quik Chek Complete wurde gezeigt, dass im
Vergleich zur toxigenen Kultur bzw. dem CCA die Sensitivitat fur GLDH bei 100 %
lag, wohingegen der Toxinnachweis mit 61,1 — 78,6 % nicht sehr sensitiv war.
Spezifitat, PPV und NPV lagen fuir den GLDH-Test bei 88,1 — 97,0 %, 68,2 —
93,8 % und 100 % und fur den Toxin-EIA bei 96,9 — 100 %, 95,7 — 100 % und
83,8 — 97,1 %. Aus diesen Werten ergibt sich, dass im Falle eines positiven EIA-
Ergebnisses fur GLDH und Toxin A/B von einem richtig positiven Befund
auszugehen ist und umgekehrt bei jeweils negativen Ergebnissen ein richtig
negativer Befund vorhanden ist. Daher wurden in dieser Studie speziell die Proben
mit positivem GLDH- und negativem Toxinnachweis weiter durch eine Multiplex-
PCR untersucht, ein Vorgehen welches bereits in der Literatur diskutiert wurde
(Carroll, 2011; Kawada etal., 2011; Quinn etal., 2010; Shetty etal., 2010;
Swindells et al., 2010).

Basierend auf den Ergebnissen der Kultur und der Multiplex-PCR wurden die
Befunde klassifiziert und eingeteilt (Tab. 4-1). Falsch negative bzw. falsch positive
Befunde wurden durch mindestens zwei unabhangige Tests widerlegt. In unserer
Studie zeigte die Multiplex-PCR bei 7,9 % der Proben ein falsch negatives
Ergebnis fur den Nachweis von C. difficile. Ursachen fur falsch negative Befunde
kénnen eine inadaquate Lagerung des Untersuchungsmaterials oder ein Stich-
probenfehler sein, da von der Stuhlprobe nur eine minimale Menge bei der PCR
verwendet wird. Im Falle der PCR-positiven Stuhlproben zeigte sich, dass der
Groldteil der diskrepanten EIA-Befunde toxigene Stamme waren. Bei 81,3 %
waren Toxingene nachweisbar, deren Synthese mittels Toxin-EIA nicht nach-

gewiesen werden konnte. Im Vergleich mit der C. difficile Kultur aus nativem

66



Diskussion

Stuhlmaterial zeigten sich folgende diskrepante Befunde: mittels PCR wurde in
90,3 % trotz negativem Kulturergebnis C. difficile nachgewiesen. Bei den Kultur-
positiven Proben waren in der PCR 7,1 % falsch negativ fur C. difficile. Bezuglich
der Toxinantigen-Kultur waren trotz negativem Antigennachweis bei knapp der
Halfte der Proben (47,6 %) Toxingene nachweisbar. Der fehlende Nachweis
synthetisierter Toxine ist mdglicherweise darauf zurickzufihren, dass viele
Patienten zum Zeitpunkt der Probenabgabe schon antibiotisch anbehandelt
waren, dass die Toxingene von den entsprechenden Stdmmen nicht exprimiert
wurden oder der Test falsch negative Ergebnisse lieferte. Bei positivem
Toxinantigennachweis ergab sich in 4,5 % der Falle ein falsch negatives Ergebnis

fur Toxingene in der Multiplex-PCR.

Als Goldstandard wurden die Ergebnisse der Kultur sowie der Multiplex-PCR
festgelegt, sodass es per Definition keine falsch positiven Befunde gab und die
Spezifitat damit jeweils bei 100 % lag. Dabei ergab sich fur die Kultur eine
Sensitivitat von 71,4 % und fur die PCR von 94,9 %. Auf Grund der Auswahl der
untersuchten Proben, die alle GLDH-positiv und Toxin A/B-negativ waren, war
zum Einen die Berechnung des PPV und NPV nicht mdglich, und zum Anderen
eine direkte Vergleichbarkeit mit den Sensitivitdten und Spezifitdten anderer
Studien nicht gegeben. Die generelle Sensitivitat der PCR bezuglich tcdB bzw.
tcdA/tcdB wurde in einer Metaanalyse mit 90 % (je nach Studie zwischen 72 und
100 %), die Spezifitat mit 96 % (zwischen 88 und 100 %) gegenuber der toxigenen
Kultur und dem CCA angegeben (Deshpande et al., 2011).

Der in unserer Studie durchgefuhrte Algorithmus wurde zwar von verschiedenen
Autoren postuliert, jedoch in nur wenigen Studien auf diese Art angewandt. Larson
et al. zeigten hierflr in einem dreiteiligen Verfahren eine Sensitivitat, Spezifitat,
PPV und NPV von 83,8 %, 99,7 %, 97,1 % und 97,9 % verglichen mit CCA und
PCR. Sharp et al. untersuchten neben GLDH-positiven / Toxin-negativen EIA auch
GLDH-negative / Toxin-positive Ergebnisse und zeigten dabei eine Sensitivitat und
Spezifitdt von 100 und 99,6 % fur den mehrstufigen Algorithmus. Im Gegensatz zu
der hier vorliegenden Studie wurde in den oben Genannten jedoch immer nur eine
Uniplex-PCR zur Detektion des tcdB-Gens durchgefuhrt (Larson etal., 2010;
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Sharp et al., 2010). Eine Multiplex-PCR wie wir sie verwendeten (Genotype, Hain
Lifescience) ist auf Grund der Vielzahl der nachweisbaren Gene bzw. Mutationen
bisher einzigartig. Neben den Toxingenen tcdA, tcdB und cdtA/cdtB ist es mdglich
drei verschiedene Deletionen des tcdC-Gens (18 bp- und 39bp-Deletion und 1-
Basendeletion in Position 117) sowie die beiden haufigsten Mutationen des gyrA-
Gens nachzuweisen. In der Literatur beschriebene PCR-Verfahren zur Detektion
mehrerer Gene zielten in erster Linie auf die Gene fir Toxin A und B ab. Sollte
zudem das Gen flr das binare Toxin aufgezeigt werden, wurde entweder nur cdtA
oder cdtA/cdtB nachgewiesen. Im tcdC-Gen wurde lediglich die Deletion an
Position 117 dargestellt. Die Studie von Culbreath et al. (2012) war unserer vom
Design ahnlich. Jedoch wurden alle GLDH-positiven Proben, unabhangig vom
Toxinergebnis, weiter untersucht. Dabei ergaben sich fur die Multiplex-PCR zur
Detektion von tcdB, cdtA und tcdC-Deletion 117 eine Sensitivitat, Spezifitat, PPV
und NPV von 98,6 %, 81,4 %, 89,7 % und 97,2 % im Vergleich zur toxigenen
Kultur. Entsprechende Daten im Vergleich zum gesamten Algorithmus waren nicht

angegeben.

Ein weiterer Unterschied ist die Messung der in der Multiplex-PCR erhaltenen
Amplifikate. In dieser Studie erfolgte eine Hybridisierung und Farbreaktion auf
Membranstreifen, was einfaches Ablesen und Dokumentieren der Befunde
ermdglichte. Andere Studien verwendeten dagegen Agarosegelelektrophorese
oder Floureszenzmessungen (Antikainen etal.,, 2009; Barbut etal., 2011;
Deshpande et al., 2011; Hoegh et al., 2012).

Die PCR-Ergebnisse der Nativstuhlproben wurden zudem mit denen der Isolate
verglichen. Dabei ergaben sich in 86,4 % identische Befunde, sodass in der
Mehrzahl der Falle das native Stuhlmaterial zur genotypischen Diagnostik
ausreichte. Jedoch kann bei Befunden, die miteinander nicht vereinbare
genotypische Muster aufweisen, eine Multiplex-PCR des Isolats sinnvoll sein, da
die direkte PCR nicht immer zielfuhrend ist. In dieser Studie zeigte sich bei
diskrepanten Befunden, dass die Nativstuhlprobe mehr Banden auf dem
Membranstreifen aufwies als das korrelierende Isolat. Das Nativmaterial scheint

eine Koinfektion mit mehreren Stammen besser zu erfassen, wohingegen die
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Multiplex-PCR aus Isolaten eine hdohere Sensitivitat besitzt. Wir fanden in 9,1 %
der Falle eine Infektion mit verschiedenen C. difficile Stammen, was mit den
Ergebnissen anderer Studien korreliert, die fur Mischinfektionen Haufigkeiten
zwischen 8,7 und 12,8 % der untersuchten CDI Falle angaben (Tanner etal.,
2010; van den Berg et al., 2005). Eine weitere Ursache kdnnten im Rahmen von
Kontaminationen wahrend des Versuchs aber auch falsch positive Banden sein.
Da die Kontrollbanden auf den Membranstreifen sich jedoch regelrecht darstellten,

ist dies eher unwahrscheinlich.

Dagegen waren beim entsprechenden Isolat eindeutige Befunde ermittelbar. Der
erste diskrepante Befund (A) war in der PCR aus Nativstuhl am ehesten falsch
negativ fur C. difficile. Das Ergebnis des Isolats zeigte eine Infektion mit einem
nicht toxigenen Stamm. Beim zweiten und dritten Befundparchen (B und C) war
von einer Koinfektion mit zwei verschiedenen C. difficile Stammen auszugehen,
wobei aus dem Isolat jeweils nur ein Stamm isoliert wurde. Daher waren bei B im
Isolat die Gene fur Toxin A und B nachweisbar und in der Nativstuhlprobe
zusatzlich noch die Gene fur das binare Toxin. Das Ergebnis des Isolats ist mit
dem typisierten Ribotyp 001 gut vereinbar und ist damit spezifischer als die
Nativstuhlprobe. C zeigte am ehesten einen Stamm mit und einen ohne
Moxifloxacinresistenz. Der diagnostizierte Ribotyp 078 weist die tcdC-Deletion,
sichtbar auf dem Membranstreifen des Isolats, auf und spricht ebenfalls wieder fur

die spezifischere Detektion der Gene im Isolat.

Bei der Sequenztypisierung zeigten wir mittels Multiplex-PCR fur die epidemisch
relevanten Ribotypen 001, 027 und 078 Ubereinstimmungen mit den fir sie
bekannten Genen bzw. Mutationen. Toxin- und Resistenzprofil des Ribotyps 027
korrelierte zu 100 % mit den in der Literatur beschriebenen Mutationen (Drudy
et al., 2007; MacCannell et al., 2006; Stabler et al., 2009; Warny et al., 2005). Es
konnte jeweils das binare Toxin sowie Deletionen im tcdC-Gen und im gyrA-Gen
detektiert werden. Ribotyp 001 zeigte bezlglich der Toxingene in 90 % der
untersuchten Proben die fur ihn bekannten Toxingene tcdA und tcdB. Lediglich bei
einer Probe (10 %) waren zusatzlich die Gene flr das binare Toxin nachweisbar.

Da cdtA/B fur diesen Ribotypen nicht bekannt sind und im Ergebnis der Multiplex-
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PCR aus dem Isolat diese Gene nicht gefunden wurden, ist von einer Koinfektion
mit einem anderen C. difficile Stamm auszugehen. Mutationen des gyrA-Gens
wurden in 50 % der Proben detektiert. Die von uns gezeigte Haufigkeit der
Moxifloxacinresistenzgene ist damit im Vergleich niedriger als bei anderen
Studien, die zwischen 83 und 100 % moxifloxacinresistente Stamme mit Hilfe des
Epsilometertests fanden (Barbut et al., 2007; Borgmann et al., 2008; Brazier et al.,
2008). Bei den untersuchten Proben des Ribotyps 078 konnten die fur ihn
bekannten Gene fur Toxin A, B und das binare Toxin in 67 % detektiert werden.
Charakteristische Deletionen des tcdC-Gens konnten in keinem der Falle, gyrA-
Mutationen lediglich in 33 % nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise zeigten
die Ergebnisse der Multiplex-PCR in 100 % der untersuchten Proben die Gene fur
das bindre Toxin und die bekannte tcdC-Deletion. Mischinfektionen mit Ribotyp

078 kommen daher moglicherweise haufiger vor als bei anderen Stammen.

Bei den Ubrigen Stammen zeigte sich ein Mischbild. Nur in 2 % der Falle war das
bindre Toxin nachweisbar. Mutationen fur eine Moxifloxacinresistenz zeigten sich
in 6 %, im tcdC-Gen in 7 % aller Ubrigen Ribotypen, sodass in der Mehrzahl der
Falle nicht mit einer gesteigerten Virulenz bzw. mit Flourchinolonresistenz zu

rechnen ist.

Limitationen ergaben sich in dieser experimentellen Arbeit auf Grund der geringen

Probenzahl im Bezug auf die einzelnen Ribotypen.

Der Standard fur die C. difficile Diagnostik wird zum aktuellen Zeitpunkt noch rege
diskutiert. Viele Autoren empfehlen als ersten Schritt einen schnellen und
kostenglnstigen Test, wie den GLDH-EIA, alternativ in Kombination mit einem
Toxin-EIA. Unter Umstanden sollten aufwandigere Methoden wie Nukleinsaure-
amplifikation, toxigene Kultur oder CCA daran angeschlossen werden. Der CCA,
der friher als Goldstandard galt, ist jedoch wenig standardisiert und kann damit
nicht allgemein als Kontrolluntersuchung empfohlen werden. Auch die zeit-gleiche
Durchfihrung mehrerer verschiedener Tests wird diskutiert (Carroll, 2011; Kawada
et al., 2011; Kufelnicka & Kirn, 2011).
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Auf Grund unserer Studienergebnisse fand flr den zuverlassigen Nachweis einer
toxigenen CDI der zweistufige Algorithmus in Form eines kombinierten GLDH- und
Toxin-EIA, der im Falle von diskrepanten Befunden direkt durch eine Multiplex-
PCR erganzt werden soll, Eingang in unser Konsiliarlabor fur C. difficile und wird
nun allgemein empfohlen (Abb. 5-1). Ein alleiniger Toxin-EIA kann auf Grund der
geringen Sensitivitdt nicht empfohlen werden. Die Anwendung einer Multiplex-
PCR zur Detektion mehrere Gene ist sinnvoll, da hochvirulente Stdmme, wie der
Ribotyp 027, erkannt werden kdnnen. Dies ist neben epidemiologischen
Fragestellungen auch fur die adaquate klinische Betreuung des Patienten

relevant.

Diagnostik Beurteilung

Kombinierter GLDH /
Toxin A/B
Enzymimmunoassay

(< 2h)

GLDH +
Toxin A/B +

GLDH -
Toxin A/B -

GLDH +
Toxin A/B -

toxigene CDI

keine CDI

: . Gennachweis mittels
Schnelldiagnostik Multiplex-PCR aus Nativstuhl
(< 24h) (Genotype, Hain Lifescience)
C. difficile + .
. T . toxigene CDI
C. difficile + nicht toxigene CDI
l Toxine - . keine klinische Relevanz

C. difficile - keine CDI

Kultur
klassische } toxigene Kultur

Diagnostik (2 2d)

Typisierungsverfahren
(z. B. Antibiotikaresistenz-
profil, Ribotypisierung)

Abb. 5-1 Diagnostikalgorithmus fiir die toxigene C. difficile Infektion
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Zusammenfassend konnte mit Hilfe der epidemiologischen Daten der Jahre 2000

bis 2010 des UKS Folgendes gezeigt werden:

Die Inzidenz der CDI stieg am UKS bis 2007 um den Faktor 15 und sank bis 2010
wieder auf etwa die Halfte ab. Neben der von uns verzeichneten Zunahme der
Anforderungen nach einer C. difficile Diagnostik sowie der Entwicklung neuer
Nachweismethoden, konnten mdglicherweise die wachsende Aufmerksamkeit
gegenuber der C. difficile Infektionen und veranderte Hygienemalnahmen eine
Rolle gespielt haben. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
Geschlechtern festgestellt. Hohes Alter, insbesondere Uber 70 Jahre, hingegen
war ein entscheidender Faktor bei der Entwicklung einer CDI. Eine jahreszeitliche
Abhangigkeit des Auftretens einer CDI konnte nicht sicher gezeigt werden. Die
Befunde intensivmedizinisch betreuter Patienten zeigten keine signifikanten

Unterschiede zur Gesamtheit der Fachbereiche.

Ein Grolteil der toxigenen C. difficile Infektionen konnte am UKS mit Einfuhrung
des GLDH-Suchtests 2010 innerhalb von nur circa zwei Stunden nachgewiesen
werden. Dieser Test zeichnet sich im Vergleich zum alleinigen Toxinschnelltest
durch eine deutlich hdhere Sensitivitat aus. Neben eindeutig positiven (GLDH- und
Toxinnachweis positiv) und eindeutig negativen Befunden (GLDH- und
Toxinnachweis negativ) kdnnen jedoch haufig auch GLDH positive und Toxin A/B
negative EIA-Ergebnisse nachgewiesen werden. In diesen Fallen war mit Hilfe der
anschlieBenden Multiplex-PCR ein Toxingennachweis innerhalb weiterer 24
Stunden madglich. Somit evaluierten wir in unserem Labor einen hochsensitiven
Zwei-Stufen-Algorithmus, der sich neben Kosteneffektivitat durch hohe
Sensitivitat, Schnelligkeit und Spezifitat auszeichnet. Der damit verbundene
frGhzeitigere Therapiebeginn kann sich vorteilhaft auf die Prognose des Patienten
auswirken. Wir empfehlen daher bei diskrepanten Ergebnissen des kombinierten
GLDH-/Toxin-EIA die Durchfuhrung der C. difficile PCR. Als Multiplex-PCR ist
diese zugleich als Screeningmethode fur hypervirulente Ribotypen geeignet. Fur

eine genauere genotypische Analyse der Isolate ist die toxigene Kultur notwendig.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie wurde der Diagnostikalgorithmus

entsprechend mehrstufig verandert und wird nun am Konsiliarlabor fur
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Clostridium difficile routinemaRig durchgefuhrt. Er ist anderen Methoden deutlich
an Sensitivitat Uberlegen und ermdglicht innerhalb von 24 Stunden den sicheren
Nachweis der toxigenen C. difficile Infektion. Auch mit Blick auf die zunehmende
Zahl an diagnostischen Anforderung fur C. difficile, die im retrospektiv
untersuchten Zeitraum von 2000 bis 2010 gezeigt werden konnte, ist eine
schnelle, rationale Diagnostik essentiell wichtig. In weiterfuhrenden Studien sollen
nun prospektiv die klinischen Befunde von C. difficile Patienten mit den
spezifischen Charakteristika der verschiedenen C. difficile Stamme (z.B. Ribotyp,
Toxigenitat und Antibiotikaempfindlichkeit) korreliert werden, um Stdmme mit
besonderer Assoziation zu schweren klinischen Verlaufen bzw. Rezidiven

frihzeitig zu identifizieren.
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