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Aktuelles zur Epidemiologie von Clostridium difficile
Bericht aus dem Konsiliarlabor C. difficile

Einleitung

Clostridium difficile ist die hiufigste Ursache fiir nosokomiale Durchfallerkran-
kungen. Dartiber hinaus gewinnt C. difficile eine wachsende Bedeutung bei der
ambulant erworbenen Diarrh6. Die Entwicklung der globalen Epidemiologie der
vergangenen Jahre war geprigt durch eine Zunahme der Inzidenzdichte von
C. difficile (besonders bei Menschen > 65 Jahre), das vermehrte Auftreten schwe-
rer Infektionen mit hoher Morbiditit und Mortalitit, die epidemische Ausbrei-
tung hypervirulenter Stimme vom Ribotyp 027 (BI/NAP1) und von hyperviru-
lenten Stimmen zoonotischen Ursprungs mit Ribotyp o78. Zusammen mit
dem epidemischen Auftreten hypervirulenter Infektionen des Ribotyps 027 in
Deutschland ! wurde im Jahr 2007 die namentliche Meldepflicht nach §6 IfSG
fiir den Nachweis von Ribotyp-o27-Infektionen sowie fiir die Diagnose schwerer
bzw. rekurrierender C.-difficile-Infektionen (CDI) eingefiihrt.

Die Moglichkeiten zur Typisierung von C. difficile sind in der Regel nur in spe-
zialisierten Laboratorien gegeben, so dass der Nachweis und die Meldung hyper-
virulenter Stimme unter Routinebedingungen limitiert sind. Bislang gibt es fiir
die Bundesrepublik nur wenige, regional z. T. diskrepante, Daten {iber die mole-
kulare Epidemiologie von C. difficile und von Stimmen des Ribotyps 027.27*
Seit 20m ist das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Uni-
versititsklinikums des Saarlandes (UKS) Konsiliarlabor fiir Clostridium difficile.
Aufgrund der Untersuchungen von extern eingesandten Proben kénnen nun in
Deutschland fiir einen Zweijahreszeitraum erste Ergebnisse iiber die Hiufigkeit
verschiedener Ribotypen in verschiedenen geografischen Regionen beschrieben
werden. Bei den von externen Einsendern charakterisierten Isolaten handelt es
sich in der Regel um Patientenproben mit besonderer klinischer Relevanz im
Sinne schwerer, rekurrenter Infektionen und von nosokomialen Ausbriichen. Im
Vergleich wurden zeitgleich gewonnene konsekutive Isolate des UKS fiir den
Vergleichszeitraum charakterisiert, die im Rahmen von diagnostischen Routine-
untersuchungen bei Patienten mit Durchfallerkankungen gewonnen wurden.
Diese Isolate bilden das gesamte Spektrum von C.-difficile-Infektionen der Regi-
on ohne spezifische Restriktion ab.

Diagnostische Grundlage fiir die C.-difficile-Analytik des Konsiliarlabors ist ein
erweiterter zweistufiger Diagnostikalgorithmus in Anlehnung an die internatio-
nalen Empfehlungen > mit GDH-Screening (GDH = Glutamat-Dehydrogenase)
und Bestitigungstest mit Toxin-A- und/oder -B-Nachweis. Diese Diagnostik wird
erginzt durch die toxigene anaerobe Kultur und gegebenenfalls durch PCR. Fiir
die genotypische Typisierung von C. difficile stehen international verschiedene
Methoden zur Verfiigung, die gleichermaflen in der Lage sind, die aktuellen
epidemiologisch relevanten Stimme zu identifizieren.” Dabei hat sich in Euro-
pa die Nomenklatur der Ribotypisierung durchgesetzt. Aufgrund der ausge-
zeichneten Standardisierung und Reproduzierbarkeit wurde wihrend des Beob-
achtungszeitraums die Typisierung mithilfe von single locus sequence typing des
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Abb. 1: Regionale Epidemiologie von Clostridium difficile in den Postleitzahlzonen. Dargestellt wurde die relative Haufigkeit der Ribotypen oo1, 027 und
078, wihrend die iibrigen Typen kumuliert dargestellt wurden (andere). Zusitzlich dargestellt wurde die absolute Zahl der jeweils typisierten Isolate in den

Regionen.

surface-layer-Protein-A-Gens (sIpAST) durchgefiihrt.®® Seit
2013 wird am Konsiliarlabor C. difficile dariiber hinaus auch
eine tiber Kapillargelelektrophorese standardisierte Riboty-
pisierung in Kombination mit datenbankgestiitzter Auswer-
tung angeboten.'? Parallel zur Genotypisierung mit slpAST
erfolgte im Rahmen dieser retrospektiven Untersuchung fiir
alle Isolate die phianotypische Resistenztestung mit Agardif-
fusionstest/Etest fiir Vancomycin und Metronidazol sowie
fir die Indikatorsubstanzen Clarithromycin, Moxifloxacin
und Rifampicin."

In diese retrospektive Untersuchung eingeschlossen
wurden alle klinikinternen Isolate des UKS sowie die exter-
nen C.-difficile-Isolate des Konsiliarlabors der vergangenen
2 Jahre.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 864 C.-difficile-Isolate genotypisch und
phinotypisch charakterisiert, 626 Isolate des UKS und
238 Isolate von Proben externer Einsender. Die geografische
Zuordnung erfolgte iiber die Regionen der Postleitzahlen
(s. Abb. 1). Diese geografische Einteilung eignete sich auf-
grund dhnlicher Grofe (17,3—47,9 Tausend km?) und Be-
volkerungszahl (6,6 —10,2 Millionen Einwohner) besonders
gut fiir vergleichende epidemiologische Untersuchungen.
Die 238 extern eingesandten C.-difficile-Isolate konnten aus
allen Regionen Deutschlands rekrutiert werden, jedoch mit
geografischen Unterschieden in Bezug auf die Hiufigkeit
von Einsendungen. Die pridominanten Ribotypen in Deutsch-
land waren oo1 (26,1%), 027 (24,4 %), 014/066 (8,8 %) und
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Abb. 2: Relative Hiufigkeit der Ribotypen in konsekutiven lokalen Proben des Universitatsklinikums des Saarlandes (UKS) im Vergleich zu den Proben der
nationalen Einsender (Deutschland). Statistische Analyse mit exaktem Fisher “s Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,0001

078 (8,8%). Wihrend Ribotyp oo1 und 014/066 in allen
geografischen Regionen nachgewiesen werden konnten,
zeigte sich ein regionaler Trend in der Hiufigkeit neuer
epidemischer Stimme der Ribotypen o027 und o78. Fiir
027 zeigte sich ein Nord-Siid-Trend mit Aussparung der
Postleitzonen 1 und 2. In 6 der iibrigen 8 Postleitzonen war
027 dagegen der hiufigste nachgewiesene Ribotyp. 078
konnte nicht in den Postleitzonen 5 und 7 nachgewiesen
werden, insgesamt war die relative Hiufigkeit maximal 25 %.

Zusitzlich zu den Unterschieden in der geografischen Ver-
teilung der epidemischen Stimme zeigten sich signifikan-
te Stammunterschiede der extern eingeschickten Proben
des Konsiliarlabors im Vergleich zu den konsekutiven Iso-
laten des UKS (s. Abb. 2). Signifikant hdufiger wurden bei
den externen Einsendungen Infektionen mit 027 und oo1
nachgewiesen; auch der zoonotische epidemische Ausbruch-
stamm o078 wurde hiufiger in den externen Einsendungen
nachgewiesen, jedoch erreichte der Unterschied nicht das
Signifikanzniveau. Bei den Routineproben des UKS waren
dagegen vermehrt die Typen 002, 010, 031/094, 014/066
bzw. nichtepidemische Ribotypen (andere) nachweisbar.
Diese Stimme sind im Gegensatz zu den bekannten multi-
resistenten Epidemiestimmen o001, 027 und 078 in der Re-
gel sensibel gegeniiber Fluoroquinolonen (Moxifloxacin)
und Makroliden (Clarithromycin) und kénnen damit ein-
fach von den nosokomialen Epidemiestimmen abgegrenzt
werden. Alle Isolate, einschliefllich der epidemischen Stim-
me, wurden sensibel fiir Metronidazol und Vancomycin ge-
testet. Resistenzen gegen Rifampicin wurden bei 027-Stim-
men (13 %) und am hiufigsten bei o17-Stimmen nachgewie-
sen (60 %), wihrend die iibrigen Ribotypen meist Rifampi-
cin-sensibel getestet wurden.

Diskussion

Die Daten des Konsiliarlabors C. difficile geben erstmals
einen Uberblick iiber geografische Unterschiede der prido-
minanten C.-difficile-Stimme in verschiedenen nationalen
Regionen. Wihrend bei der Diagnostik von C.-difficile-In-
fektionen den Schnelltests (Antigentests und NAAT) aus
Klinischer Sicht eine besondere Bedeutung zukommt, ist

die anaerobe toxigene Kultur weiterhin Goldstandard fur
den Erregernachweis und obligat fiir die Antibiotika-Resis-
tenztestung und die Charakterisierung der molekularen
Epidemiologie (Genotypiserung). Die Untersuchungen zur
molekularen Epidemiologie sind Grundlage fiir lokale, regi-
onale, nationale und globale Surveillance- bzw. Ausbruchs-
untersuchungen mit dem Ziel, Ausbreitungsmuster epide-
misch erfolgreicher bzw. besonders virulente Stimme friih-
zeitig zu erkennen und wenn méglich zu unterbinden.

In dieser retrospektiven Analyse konnte erstmals gezeigt
werden, dass hypervirulente Stimme vom Ribotyp 027 mit
Ausnahme des Nordens im gesamten Bundesgebiet nach-
gewiesen werden kénnen. Zusammen mit oo1 ist 027 der
hiufigste Epidemiestamm in Deutschland, wihrend 078
nur mit geringer Hiufigkeit in den meisten Regionen nach-
gewiesen werden kann. Durch den Vergleich von konseku-
tiven Routine-Isolaten mit den besonders relevanten Infek-
tionen der externen Einsender konnte indirekt gezeigt wer-
den, dass den nosokomialen Epidemiestimmen oo1, 027
und evtl. auch 078 eine klinisch besondere Bedeutung zu-
kommt, die in prospektiven Untersuchungen weiter geklart
werden muss. Wihrend Mutationen im potenziellen Toxin-
Repressor-Gen tcdC eine besondere Virulenz fiir 027 und
078 nahelegen,? ist die Ursache fiir die besondere epidemi-
sche Bedeutung und fiir die Virulenz von oo1 bislang nicht
geklirt. Gemeinsam ist allen epidemischen nosokomialen
Stimmen eine Multiresistenz gegen hiufig eingesetzte Anti-
biotikagruppen.'! Als Indikatorsubstanzen fiir diese noso-
komialen Epidemiestimme werden hiufig Moxifloxacin
und Clarithromycin getestet. Eine weitere Differenzierung
auf Ribotypebene fiir epidemiologische Untersuchungen
erfordert jedoch immer eine Genotypisierung.

Vancomycin und Metronidazol werden bei allen Stimmen
empfindlich getestet, so dass die empirische Therapie bei
unkomplizierten CDIauch ohnevorherige Resistenztestung
durchgefithrt werden kann. Antibiotikaresistenztestungen
sollten aber bei Einsatz von Reserveantibiotika wie z. B. Ri-
faximin oder bei komplizierten, therapierefraktiren Verldu-
fen angestrebt werden.
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Limitationen dieser retrospektiven Untersuchung sind bei externen Einsen-
dungen sicherlich der Selektionsbias fiir klinisch besonders relevante Infektio-
nen und die begrenzte Anzahl an Proben aufgrund der ausschlieflich freiwil-
ligen Einsendung. Aus diesem Grunde ist das regionale Spektrum der ver-
schiedenen Ribotypen im Gegensatz zu den konsekutiven Proben des UKS si-
cherlich nicht reprisentativ. Durch eine obligate Geno- und Phinotypisierung
schwerer und rekurrenter CDI wire es sofort moglich, die klinisch besonders
relevanten Infektionsgeschehen lokal und tiberregional zu charakterisieren
und die Daten an die betroffenen Kliniken und die Stellen des Offentlichen
Gesundheitswesens fiir interne Optimierungsstragien zuriickzuspiegeln.
Gleichzeitig konnte mit vertretbarem Aufwand (ca. oo schwere/rekurrente
Fille entsprechend Meldung nach {6 IfSG) eine umfassende Infektionssur-
veillance von C. difficile geschaffen werden.

Durch diese aktuelle retrospektive Analyse wird klar, dass die schweren und
komplizierten C.-difficile-Infektionen durch wenige Ribotypen dominiert wer-
den, die aufgrund ihres epidemischen Ausbreitungspotenzials und ihres Se-
lektionsvorteils durch Multiresistenz gegen Antibiotika das Spektrum der In-
fektionen besonders in Krankenhiusern dominieren. Die molekulare Typisie-
rung von C. difficile liefert wichtige Informationen zur lokalen, nationalen und
globalen Dynamik dieser hiufigen und klinisch bedeutsamen nosokomialen
Infektion.
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