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Auftreten von Clostridium difficile Ribotyp 176 in Deutschland

Einleitung Diese Woche 10/2017
Clostridium difficile (seit 2013 neuer taxonomischer Name: Peptoclostridium diffi-
cile)! ist ein grampositives Stibchenbakterium mit der Fihigkeit zur Sporulation,
das vor allem Durchfallerkrankungen, mit teils schwerwiegenden Krankheits- Auftreten von Clostridium difficile
bildern, wie dem toxischen Megakolon, verursacht. Die Erkrankung tritt meist Ribotyp 176 in Deutschland

nach stattgehabter Antibiotikagabe (v.a. Fluorochinolone, Amoxicillin/Clavulan-

siure, Cephalosporine und Clindamycin) auf, bei dem Clostridium difficile Aktuelle Statistik meldepflichtiger

(C. difficile) durch die gestérte Darmflora in seinem Wachstum nicht mehr aus- Infektionskrankheiten

reichend gehemmt wird. 7. Woche 2017
Clostridium-difficile-Isolate weisen eine sehr grofle genetische Heterogenitit

auf. Dies kann sowohl mit einer erh6hten Virulenz einhergehen, als auch mit Zur Situation von Influenza-

der Fihigkeit Ausbriiche zu verursachen. Klassischerweise ist der Ribotyp o027 Erkrankungen fur die

(RTo2y) fir viele der schweren Verldufe und Ausbruchsgeschehen in Europa 9. Kalenderwoche 2017

und Nordamerika, aber auch anderen Teilen der Welt, verantwortlich. Weitere
epidemiologisch bedeutsame und/oder mit erhohter Pathogenitit in Verbin-
dung stehende RTs sind RToo1,2 RT015,3 RT017,2 RTo18,* RTo46,5 RT078,6
RT106,” RT1768 sowie RT244.°

Die Epidemiologie von C. difficile ist weltweit und auch in Deutschland in steti-
gem Wandel. Ausbruchsstimme kénnen hier neu entstehen oder nach Deutsch-
land importiert werden und sich dann méglicherweise verbreiten. Ein Stamm,
dem in Zukunft auch hierzulande eine gréflere Relevanz zukommen kénn-
te, ist der RT176. Dieser Ribotyp bildet wie die Mehrheit der klinischen C.-dif-
ficile-Stimme Toxin A (tcdA, Enterotoxin) und B (tcdB, Zytotoxin). Zusitzlich
zeichnen sich RT176-Stimme durch das Vorhandensein der Gene zur biniren
Toxinbildung (cdtA, cdtB) aus. Binidres Toxin fiihrt tiber Aktindepolymerisation
zum Zelltod und einer verstirkten bakteriellen Adhirenz.'® Eine binire Toxin-
bildung ist auch bei ,hypervirulenten“ Stimmen wie dem RTo27 und RTo78 zu
finden. Beobachtungen aus den Nachbarlindern Polen und der Tschechischen
Republik, in denen RT176-Isolate bereits weit verbreitet sind,""1? weisen zudem
darauf hin, dass sich Isolate dieses RTs auch durch eine hohe Transmissions-
tendenz mit der Fihigkeit einer schnellen Verbreitung innerhalb eines Kranken-
hauses,! einer erhéhten Pathogenitit sowie einem weitreichenden Resistenzmu-
ster gegeniiber Flourochinolonen, Makroliden und Rifampicin dhnlich zu dem
der RTo27-Isolate, auszeichnen.'? Durch seine enge genetische Verwandtschaft
mit dem RTo27 sind RT176-Isolate mit etablierten und weitreichend genutzten
molekulargenetischen Methoden wie dem Multi Locus Sequence Typing (MLST)
oder anderen Verfahren, die z.B. neben tcdB und cdtB die Deletion in Position
117 des Regulator-Gens tcdC eines klassischen RTo27 nachweisen,'? nicht zu un-
terscheiden. Mit der europdischen Standardmethode, der Ribotypisierung ist das
erzeugte Bandenmuster einem RTo27 ebenfalls sehr dhnlich,™ aber in der Regel
ausreichend unterscheidbar. Seit November 2013 konnten von uns erstmals in
Deutschland RT176-Stimme isoliert werden. Insgesamt konnten wir diesen Ribo-
typ bereits bei 30 Patientenproben (29 Isolate von externen Einsendern und ein %
Isolat unseres Klinikums) detektieren.
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Ergebnisse

Nach erfolgter Anzucht unter anaeroben Bedingungen
wurde bei allen 30 C.-difficile-Isolaten eine Ribotypisierung
und bei 19 (63,3 %) Stimmen zusitzlich eine Resistenztes-
tung, wie an anderer Stelle beschrieben,1%:16 durchgefiihrt
(s. Tab. 1).

e Anteil resistenter Bereich minimale Hemm-
Antibiotikum R
Isolate konzentration (MHK)
Metronidazol 0/19 (0%) 0,38-2,0 mg/I
Vancomycin 0/19 (0%) 0,125-1,0 mg/I
Moxifloxacin 18/19 (94,7%) 2,0-32,0 mg/|
Rifampicin™ 3/19 (15,8 %) -
Clarithromycin® 16/19 (84,2%) =

Tab.1: Resistenzverhalten getesteter RT176-Isolate, n=19 (11/2013-9/2016)

* fur Rifampicin und Clarithromycin erfolgte eine Messung mittels Agar-
diffusion, sodass keine Konzentrationen angegeben werden kénnen

Die Mehrzahl der RT176-Stimme stammt aus den Bundes-

landern Nordrhein-Westfalen und Bayern (s. Abb. 1). Das

Verbreitungsmuster zeigt aber bisher keine spezifische re-

gionale Verteilung.

Zur Darstellung der Verwandtschaftsbeziehungen
wurden die Isolate einer ,Multiple locus-variant tandem-
repeat analysis (MLVA) unterzogen.'” Mittels dieses Verfah-
rens konnen Stimme auf ihre Verwandtschaftsverhiltnisse
hin untersucht werden. Bei C.-difficile-Isolaten werden mit
dieser Methode an sieben unterschiedlichen Regionen des
Genoms die Anzahl an bestimmten DNA-Wiederholungen
(Repeats) gemessen. Ein klonaler Stamm ist definiert als ein
Unterschied in bis zu zwei genetischen Repeats, wihrend
bei einer Verwandtschaft dieser bis zu zehn betragen kann.

Nach MLVA-Untersuchung der 30 Isolate zeigten sich
vier Cluster von insgesamt 15 miteinander verwandten
Stimmen (s. Abb. 2, S. 93). Das grofite Cluster besteht aus

sechs Isolaten, die in der Region Franken, in Wiirzburg (BY-
1-WU, BY-2-WU), Schweinfurth (BY-3-SW bis BY-5-SW) und
Heilbronn (BW-1-HN) isoliert wurden. Dar{iber hinaus zeigt
sich ein klonaler Komplex zwischen dem Isolat aus Heil-
bronn (BW-1-HN) und Schweinfurt (BY-3-SW; Entfernung
> 150 km). Das zweite Cluster besteht aus vier Isolaten aus
Nordrhein-Westfalen (NRW) und einem Isolat aus Berlin
(BE-1-B, NRW-1-BO, NRW-2-MG, NRW-3-MI, NRW-4-D).

Weitere Cluster bestehen aus zwei Isolaten aus Kemp-
ten (BY-6-KE und BY-7-KE) und zwei Isolaten aus Berlin
(BE-1-B) und Sachsen-Anhalt (ST-1-MD). Klinische Daten
zu den externen Einsendungen sind leider nicht verfiigbar.
Es sind aber in aller Regel stationire Patienten.

Diskussion

Der RT176 wurde von unserem Labor im Jahr 2013 in
Deutschland erstmals isoliert. Bisher ist das Auftreten noch
von sporadischer Natur, allerdings konnten die regionalen
Cluster verwandter Stimme darauf hindeuten, dass sich
dieser RT bereits in einzelnen Regionen Deutschlands eta-
bliert haben kénnte.

Durch den Umstand, dass sich RT176 sehr schwer von
einem RTo27 unterscheiden lisst, konnte er von vielen Labo-
ren falsch Kklassifiziert worden sein. Dies konnte eine Erkla-
rung dafiir sein, warum er bisher in Deutschland noch nicht
verstirkt detektiert werden konnte und woméglich bereits
vor dem Jahr 2013 nach Deutschland eingebracht wurde.

Daher sollte besonders bei Ausbruchsuntersuchungen
darauf geachtet werden, dass die genutzten Typisierungs-
verfahren (Ribotypisierung) in der Lage sind, RT176 von
RTo27 korrekt zu unterscheiden. In anderen, an Deutsch-
land angrenzenden Staaten mit Ausnahme von Polen und
Tschechien, liegen derzeit keine gehiuften Be-richte iiber
das Auftreten von RT176 vor.
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Abb. 1: Geografische Verteilung von RT176-Isolaten; Zahlen in den Kreisen entsprechen Anzahl an Patienten, n = 30 (11/2013-9/2016)
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Abb. 2: Verwandtschaftsbeziehungen von RT176-Isolaten; Isolate entsprechend der Herkunft in verschiedenen Blauténen; Bayern (BY), Baden-Wiirttem-
berg (BW), Nordrhein-Westfalen (NRW), Saarland (SL), Schleswig-Holstein (SH), Berlin (BE), Sachsen-Anhalt (ST), weitere Bezeichnung entsprechend
Autokennzeichen der Landkreise; Verbindungsstriche entsprechend sich unterscheidender Gen-Loci; arabische Zahlen, unterschiedliche DNA-Repeats;

verwandte Isolate in Dunkelgrau, klonale Komplexe in Hellgrau

Die hier untersuchten RT176-Isolate weisen eine hohe Re-
sistenz gegeniiber Fluorochinolonen (Moxifloxacin) und
Makroliden (Clarithromycin) auf, wie sie auch bei RToz27-
Isolaten zu finden sind. Dies unterstreicht die Wichtig-
keit eines restriktiven Antibiotikaverbrauchs, da dies fur
C. difficile sowohl einen Selektionsfaktor als auch den
Hauptausléser der Erkrankung darstellt. Uberraschender-
weise konnte jedoch nur bei 15,8 % der hier untersuchten
RT176-Stimme phinotypisch eine Resistenz gegentiber Ri-
fampicin beobachtet werden, wihrend in Tschechien (mit
etwa 65% und 9o %) wesentlich mehr RTr76-Stimme als
resistent gegen Rifampicin beschrieben wurden."2 Resis-
tenzen gegeniiber zur Therapie eingesetzten Antibiotika
wie Metronidazol und Vancomycin fanden sich nicht.

Durch den Umstand, dass RT176 bereits in Deutsch-
land nachgewiesen werden kann, konnte es in Zukunft zu
Ausbriichen, einer erhohten Inzidenz an Clostridium-dif-
ficile-Infektionen oder sogar einem Replacement von bereits
etablierten RTs kommen.
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