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Zusammenfassung

Das vermehrte Auftreten von Antibiotika-assoziierten Durchfallerkrankungen stellt eine
zunehmende Herausforderung fur unser Gesundheitssystem dar. Der Grofdteil dieser
Erkrankungen wird durch Clostridioides difficile (C. difficile) ausgeldst, ein Bakterium, welches
sich haufig Uber nosokomiale Infektionen verbreitet. Von besonderem Interesse sind hierbei
einige im Verlauf der letzten Jahre zunehmend vorkommende Isolattypen, welche meist zu
schwerer verlaufenden C. difficile Infektionen (CDI) fihren. Diese werden in der Fachliteratur
als ,hypervirulente Ribotypen (RTs)" bezeichnet.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Verwandtschaftsbeziehungen unter einer Auswahl an
Isolaten relevanter RTs darzustellen und die genetische Vernetzung dieser, sowie ihre
Tendenz zum Clustering am Universitatsklinikum des Saarlandes (UKS) und auf
bundesdeutscher Ebene zu erfassen. Hierbei wurde sich vor allem auf RTs konzentriert,
welche bereits in der Vergangenheit mit schwer verlaufenden CDI in Verbindung gebracht
werden konnten (z.B RT027, RT176). Parallel hierzu wurde der Grof3teil der untersuchten
Isolate einer Resistenztestung unterzogen, um Einblicke in die Tendenz der RTs zur
Ausbildung von im klinischen Alltag relevanten Antibiotikaresistenzen zu gewinnen. Durch
diese Surveillance-Mafl3nahme konnten die Ausbreitung der untersuchten Stamme erfasst und
Aussagen Uber die Wirksamkeit von Hygienemalinahmen getroffen werden. Die Typisierung
erfolgte mittels ,multi-locus-variable-number-tandem-repeat-analysis“ (MLVA).

Insgesamt wurden 234 Isolate der RTs RT015, RT027, RT046, RT106 und RT176 vom UKS
und externen Einsendern aus Deutschland analysiert. Zusatzlich wurden fiir alle aus dem UKS
stammenden Isolate, welche héhergradige Verwandtschaftsbeziehungen, also eine Summed-
Tandem-Repeat-Differenz (STRD) von < 5 zueinander aufwiesen, die Verlegungshistorien der
entsprechenden Patienten wéahrend ihrer Behandlung ausgewertet. Hierdurch konnten
Ruckschliisse auf potentielle Ubertragungswege gezogen werden. Insgesamt erwiesen sich
146 der typisierten Isolate als verwandt (STRD < 10). Diese lieRRen sich fir Deutschland, bzw.
das UKS teilweise zu aus mehreren genetisch &hnlichen Isolaten bestehenden Clustern
zusammenfassen. Fiur 202 der typisierten Isolate (202/234) erfolgte eine Resistenztestung
gegenltber den Antibiotika Clarythromycin, Rifampicin, Metronidazol, Vancomycin und
Moxifloxacin. Hierbei fielen weit verbreitete Resistenzen gegeniber Clarithromycin und
Moxifloxacin auf. Weiter lagen in mehreren Féllen Resistenzen gegeniber Rifampicin vor. Die
Auswertung der Verlegungshistorien bestétigte, dass fulminant verlaufende CDIs haufig auf
nosokomiale Geschehen zuriickzufiihren sind. Gleichzeitig fanden sich Hinweise darauf, dass
auch ambulante Ubertragungen und Ubertragungen durch teilstationiare Behandlungen eine
relevante Rolle bei der Verbreitung von hypervirulenten RTs spielen. Dies lasst ein zuklnftiges

Monitoring des Erregers auch in diesen Settings als sinnvoll erscheinen.



Abstract

The increased occurrence of antibiotic-associated dysentery is an important challenge for our
health system. The majority of these diseases are caused by Clostridioides difficile
(C. difficile), a bacterium common cause for nosocomial infections. Certain lineages of
C. difficile which increasingly occurred over the last few years and usually cause more severe
infections are of special interest. The literature is referring to these as
Lhypervirulent ribotypes (RTs)".

The aim of this thesis was to show relationships among a selection of isolates of clinically
relevant RTs and to record the genetic similarities of these, as well as their tendency towards
clustering at the Saarland University Hospital (UKS) and at state level. The focus was put
mainly on RTs which, in the past, had been associated with fulminant CDIs (e.g RT027,
RT176). At the same time, the majority of the isolates were examined in order to recognize
antibiotic resistances of clinical relevance in patient care, like resistances against antibiotics
used for therapie. This surveillance measure allowed us to record the distribution of the RTs
examined and to judge the effectiveness of hygienic measures. The analyses were done by
using multi-locus-variable-number-tandem-repeat-analysis (MLVA).

A total of 234 isolates from the RTs RT015, RT027, RT046, RT106 and RT176 were analyzed.
All isolates were provided by the UKS and by other hospitals from Germany. In addition, all
transfer histories of patients infected by isolates which showed a close genetic relationship by
MLVA were evaluated to identify potential transmission routes.

A total of 146 of the typed isolates were found to be more closely related, which means that
their summed-tandem-repeat-difference (STRD) was five or lower. For both, the UKS and
Germany, these isolates could be organized into clusters of several isolates which showed
high genetic similarities.

202 of the typed isolates (202/234) were tested for resistance to the antibiotics clarithromycin,
rifampicin, metronidazole, vancomycin and moxifloxacin. These tests identified high resistance
rates for clarithromycin and moxifloxacin. In addition, moderate resistances rates for rifampicin
were found. The evaluation of the transfer histories confirmed that CDIs with a fulminant
progression were often traced back to nosocomial events. At the same time, indications were
found suggesting that outpatient transmissions and transmissions through day-care treatment
might be also relevant for the dissemination of hypervirulent RTs. These findings indicate that
a future monitoring of these patient groups will support a valid evaluation of the epidemiologic

situation of C. difficile in Germany.



Inhaltsverzeichnis

(D= 1] ST= o 11 ] o PP 3
ZUSAMMENTASSUNG ... .cciieiiiiiie e e e e e e et e et a e e e e e e e e e e ettt e e e e eaeeeertttaaaaaeeeees 4
Y 01 1 > Vo ST 5
TabelleNVErZEICNNIS........ e e e e e e et e e e e e e e eanne 9
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS. .. . i s e e e e e ettt e e s e e e e e e e e et s e e eaaeeennne 10
R Y101 = (1 o S 12
1.1. Relevanz und GeSChIiCHTE..........uuueiiii e 12
2 Y oo [T 1 4 1T0] (oo 1TSS 14
00 O o >\ 7= 1= o 2 14
1.1.2 Risikofaktoren und UDErragung ............c.coveeueeireeieeiiecieereesreesie e seesvee e esre e 15

1.2 PANOGENESE. ... .o 16
000 R 10 ) (] = 16
1.2.2 SPOrUIAtIONSIENUENZ ...ttt eensennnne 16
1.2.3 PathogenitatSTaKtOrEN ... ... .. ueiiiiiiiiiiiitiie it eeeeneee 16

LB KIINIK e 17
1.4 Therapie UNd PraVeNtiON.........ccooviiiiiiiii et e e e e et a e e e e e e e e eaaea s 19
1.5 DHAGNOSTIK ... 19
R A 0 )] ] = e 1= 1 20

10 B0 1 | 20
1.5.3 PCR-RIDOUYPISIEIUNG ...ttt eeseeesennees 20
1.5.4 Multiple-Locus-Variable-Number-Tandem-Repeat-Analyse (MLVA) ..........ccccveeee 21
1.5.5 GanzgenOmMSEOUENZIEIUNG . ...t ieeeeeieeiiiiieeeeeeeeeeetttaa e e e eeeeeeeestaa e e eeeaeesssstraaaaaeaaes 22

1.6 ZI€le e AIDEIL ... 23

2. Material UNd MetNOAEN ... e e e e e e eee s 24
N 1 = (= 4 - U RRPPURR 24

P Nt R O 1= 11 = = o OSSPSR 24
2.1.2 VerWendete PrimEr ... ... e e et e e e e e e e et a e e e e e eaaane 24
2.1.3 VerbrauchSgegenStANE. ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiii e 25
P =Yoo {1 = (= PSPPSR 26
2,05 SOMWAIE ...ttt e e et et et e e e et e e aata e e e aeeeennnes 26

A2V =1 o o = o 1SRRI 27
2.2.1 Einschlusskriterien Proben/Patienten ...............eoiiii oo 27
2.2.2 Probensammlung und Datenerhebung ... 27
2.2.3 Anzucht von C. difficile und DNS-GeWINNUNG .........cceviiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiieeee e e e e e 27
2.2.4 ReSIStENZIESIUNGEN ....eviiiiii e et s e e e e e e e et a s e e e e e e e e atr e e e aeaeeeeannes 28
2.2.5 Multi-Loci-Variable-Number-Tandem-Repeat-Analysis (MLVA) .........ccccccviininnnns 28



2.2.6 Datenauswertung UNd CIUSTEING. ... ...uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiebee e 30

3L ETGEIDNISSE ... 31
3.1 DUrchgeflnrte ANAIYSEN.........uu i e e et eaeeaaaane 31
T2 = O RSN (101 0T ¢ ) I 32
BB RTO27 (INTBIN) i 34
3.3.1 Isolate mit einer STRD S 5. . oo 35
I S OGN (101 (=T ¢ ) S 42
3.5 RTLO6 (INTEIN) e 44
3.6 RTO27 (EXEEIN) .ieeeeee e 45
BiB. L RT 027 e 46
T A = I T (o= To= T 1 P 47
BT L RTLTD e 48
3.8 Zusammenfassung der MLVA Analysen und der Verlegungshistorien..................... 49
e I L Y (=] P4 (1S (VLo =T o PRSP 50
I3 1= U 1S [ PRSP 51
4.1 Verwandtschaftsbeziehungen und Beriihrungspunkte der am UKS gesammelten
LS OIALE ... 51
4.1.1 Verwandtschaftsbeziehungen und Beriihrungspunkte des RTO15..............c..ee.... 53
4.1.2 Verwandtschaftsbeziehungen und Berthrungspunkte des RTO27........................ 54
4.1.3 Verwandtschaftsbeziehungen und Berthrungspunkte des RT046........................ 55
4.1.4 Verwandtschaftsbeziehungen und Beriihrungspunkte des RT106........................ 56
4.2 Verwandtschaftsbeziehungen und Beriihrungspunkte der von extern stammenden
£ST0] F= 1= PR 57
Nt o 102 PP 57
2.2 RTLTG oo 58
G AN g 1] o]0 | SV Y U= o 4 59
4.4 LimitIeruNgen AEI STUGIE ......uuuuuuiiiiiiiiiiiiieiiiiieiibbiieebibbeeb bbb ebaeebesbnensnnnees 61
T - 74 | 61
LT = T o 63
6. LIteraturvVerzeiChNIS ...........oi i e e e e e 65



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Mikroskopische Darstellung von Clostridioides difficile in der Gramfarbung...12

Abbildung 2: links: endoskopische Darstellung der Pseudomembrandsen Kolitis, rechts:

Situs Abdomen, Darstellung des toxischen Megakolons..............cooooiiiii, 13
Abbildung 3: Endoskopische Darstellung der pseudomembrandsen Kolitis ........................ 18
Abbildung 4: MLVA aller 22 RT015 von aus dem UKS stammenden Isolaten..................... 32
Abbildung 5: Verlegungshistorie der RT015 positiven Patienten RT015/7 und RT015/13 in

den Jahren 2014 und 2015 am UKS.......oooiiiiiiiiiii e 33
Abbildung 6: MLVA aller 47 von intern stammenden RTO027 Isolaten ................ccovvvvvvvvnnnnn. 34

Abbildung 7: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 1
ZUSAMMENGETASST WUITEN ... 36

Abbildung 8: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 2
ZUSAMMENGETASST WUITEN ... ... e e e e e e e e rr e e e e 38

Abbildung 9: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 3
ZUSAMMENGETASST WUITEN ... ... e e e e e e e er e e e e 40

Abbildung 10: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 4

ZUSAMMENGETASST WUITEN ... 41
Abbildung 11: MLVA aller 10 intern stammenden RT046 Isolaten. ............ccccceevveeeerveeiennnnnn. 42
Abbildung 12: Verlegungshistorie der RT046 positiven Patienten............ccccceeeeveeervveeinnnnnnn. 43
Abbildung 13: MLVA aller 6 von intern stammenden RT106 Isolaten ................ccccevvvvvvnnnnn. 44
Abbildung 14: MLVA aller 119 RT027 Isolate von externen Einsendern .............cccccccvvvennn. 45
Abbildung 15: Geografische Verteilung der von extern stammenden RT027-Isolaten......... 46
Abbildung 16: MLVA aller 30 RT176 Isolate von internen und externen Einsendern........... 47
Abbildung 17: Geografische Verteilung der RT176-1s0late ..........cccooeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeiin. 48


file:///C:/Users/chris/Desktop/UKS/Doktorarbeit%20(überarbeitete%20Versionen)/Februar%202021/Dissertation%20(Christian%20Strauß).docx%23_Toc65924903
file:///C:/Users/chris/Desktop/UKS/Doktorarbeit%20(überarbeitete%20Versionen)/Februar%202021/Dissertation%20(Christian%20Strauß).docx%23_Toc65924903

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien ... 24
Tabelle 2: zur MLVA VErwWeNndete PriMET.........coiiiiiiiiiiiiiee et 24
Tabelle 3: verwendete Verbrauchsgegenstande............cccoeeeiiiiiiiiiiiiie e 25
Tabelle 4: verwendete LabOrgerate ...........ooouuiiiiiiiiiiii i a e e e aaanes 26
Tabelle 5: verwendete SOFtWAIE ...........c.uvuiiiiiiiiiii e 26
Tabelle 6: ANSatz 1(LOCI: AHG) ....cooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 28
Tabelle 7: ANSatz 2 (LOCi: BF)....ooooiiiiiiiiiiiieee 29
Tabelle 8: Ansatz 3 (LOCi: CE) ..ocoovviiiiiiiiiiiee e 29
Tabelle 9: Konditionen des PCR-CYCIEI..........coooiiiiiiiiiiiiii 30
Tabelle 10: erfolgte ANGIYSEN .......uuuiii it e e e e e e e e et e e e e eaaeeeaenes 31
Tabelle 11: Resistenzverhalten von samtlichen getesteten C. difficile-Isolaten.................... 50

Tabelle 12: Darstellung der héherverwandten Isolate, bei welchen nosokomiale Ereignisse

wahrscheinlich oder unwahrscheinliCh War€N. .......o.eoeee e 52
Tabelle 13: Einsenderstationen von aus dem UKS stammenden Isolaten ..........c.ccoeevvneennees 63
Tabelle 14: Zusammenfassung der MLVA-TYPISIEIUNG.........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 64



Abkurzungsverzeichnis

C. difficile
cd

CDAD

CDI
CLO-AGAR
ClosER

DNS

E. coli
ELISA
ESCMID

EUCLID

IDSA
IMMH

ISR
i.V.
KRINKO

MLST
MLVA

MRSA

NAP1
NRW
NRZ
palLoc
PCR
PFGE

p.o.
RFPL

RT
SIpAST
SNVs

Clostridioides difficile

Cluster of differentiation

Clostridioides difficile assoziierte Diarrhoe
Clostridioides difficile Infektionen
Clostridium difficile Agar

Three year pan-European longitudinal
surveillance of antibiotic resistance among
prevalent Clostridium difficile ribotypes

Desoxyribonucleinséure
Escherichia coli
enzyme linked immunosorbent assay

European society of Clinical Microbiology
and Infectious Diseases

European, multicentre, prospective,
biannual, point-prevalence study of
Clostridium difficile infection in hospitalized
patients with diarrhea

Infectious Diseases Society of America

Institut fir Medizinische Mikrobiologie und
Hygiene

Intergenetic spacer regions
Intravenos

Kommission fur Krankenhaushygiene und
Infektionspréavention

Multi-Locus-Sequence-Typing

Multi-Loci-Variable-Number-Tandem-
Repeat-Analysis

Methicillin-resistenter Staphylococcus
aureus

nucleosome assembly protein 1
Nordrhein-Westfalen
Nationales Referenzzentrum
Pathogener Locus

Polymerase chain reaction
Puls-Feld-Gelelektrophorese
Per os

Restriktions-Fragment-L&ngen-
Polymorphismen

Ribotyp
Surface layer protein A sequence typing
Single nucleotide-variants

10



STRD
tcdA
tcdB
tcdC
tcdR
TcdA
TcdB
TNF-a
UKS

Summed tandem-repeat difference
Clostridioides difficile-toxino-gene A
Clostridioides difficile-toxino-gene B
Clostridioides difficile-toxino-gene C
Clostridioides difficile-toxino-gene R
Clostridioides difficile Toxin A
Clostridioides difficile Toxin B
Tumor-Nekrose-Faktor-o
Universitatsklinikum des Saarlandes

11



1. Einleitung

1.1. Relevanz und Geschichte

Clostridioides difficile (friher Clostridium difficile) [74] ist ein obligat anaerobes, grampositives
Stabchenbakterium, welches zur Bildung umweltresistenter Sporen in der Lage ist. Das
Bakterium ist ubiquitédr verbreitet und kann vor allem im Darm von Mensch und Tier
nachgewiesen werden [2] (Abb.1).

Weiter sind einige Isolattypen in der Lage, Toxine zu bilden. Diese sind fur die meist

gastrointestinal assoziierten Krankheitsbilder verantwortlich [45,88,110].
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Abbildung 1: Mikroskopische Darstellung von Clostridioides difficile in der Gramfarbung (Quelle: Institut fir

Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Aufnahme: Anna Nimmesgern)

Nachdem C. difficile 1935 erstmal aus dem Stuhl von Sauglingen isoliert und als apathogen
eingestuft wurde, erhielt es wegen der anspruchsvollen Anzucht den Namen
Bacillus difficilis [50]. Die Erstbeschreibung von C. difficile als Ausloser der Antibiotika-
assoziierten Diarrhoe erfolgte 1978, als bei Patienten unter Clindamycin-Therapie gehauft
schwere Durchfallerkrankungen auftraten [125]. In den Folgejahren konnte ein

Zusammenhang zwischen der Besiedelung mit C. difficile und der Ausbildung von teils
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fulminanten Krankheitsbildern, wie der pseudomembranésen Kolitis (Abb. 2) und dem

toxischen Megakolon hergestellt werden [8].

Abbildung 2: links: endoskopische Darstellung der Pseudomembrandsen Kolitis, rechts: Situs Abdomen,
Darstellung des toxischen Megakolons (Quelle: C. Liibbert, J. Endres, L. von Miiller (2014) Deutsches Arzteblatt,
111:723-31)

C. difficile-assoziierte Erkrankungen, wie die C. difficile assoziierte Diarrhoe (CDAD) bergen
ein immenses nosokomiales Risikopotential [53,85,124]. In einer 2010 in 89 deutschen
Krankenh&ausern durchgefiihrten Studie wurde C. difficile bei nosokomialen Infektionen fast
doppelt so héaufig wie MRSA als Ursache erfasst[87]. Die mit C difficile assoziierten
Krankheitsbilder reichen von einer leichten, wassrigen Diarrhoe bis hin zu schwerwiegenden
Komplikationen wie der pseudomembrandsen Kolitis, dem toxischen Megakolon (Abb. 2) oder
einer durch Darmperforation bedingten Sepsis [44,69]. Oftmals benétigen Patienten mit einer
C. difficile Infektion (CDI) eine intensivere Betreuung und neigen zu verlangerten
Krankenhausaufenthalten, so wie einer erhdhten Sterblichkeit [139]. Dies stellt das
Gesundheitssystem vor stetig wachsende Aufgaben. In den USA betrugen die jahrlichen
Gesundheitsausgaben im Zusammenhang mit CDI um das Jahr 2002 jahrlich mehr als 1,1
Milliarden US-Dollar [72]. In Europa wurden sie um das Jahr 2006 auf ca. 3 Milliarden Euro
geschatzt [70]. In diesem Zusammenhang gewinnen vor allem die sogenannten
~hypervirulenten“ Ribotypen (RT) immer mehr an Bedeutung. Diese bergen ein erhdhtes
pathogenes Potential und fihren haufiger zu fulminanten Krankheitsverlaufen [137]. Seit 2003
wurde vor allem in Nordamerika zunehmend von einer erhdhten Inzidenz, schwerer
verlaufenden CDI mit erh6hter Mortalitdt und Ausbriichen mit einem neuen ,hypervirulenten®
Isolattyp, dem RTO027 berichtet [70]. In Deutschland wurde der RT027 erstmals bei
Ausbriichen in Trier und Stuttgart beschrieben [64,141]. Momentan geht man von 125 in
Europa verbreiteten RTs aus (Stand 2016) [29]. Auffallend ist, dass auch in Deutschland die

13



Anzahl an schweren, intensivpflichtigen CDI mit Komplikationen im Behandlungsverlauf

zunimmt [111].
1.2. Epidemiologie
1.1.1 Pravalenz

Es wird geschatzt, dass etwa 5 % der erwachsenen Bevolkerung Trager von C. difficile sind [9].
Bei Patienten einer stationdren Einrichtung und Pflegeheimbewohnern lasst sich hingegen
eine weit hohere Anzahl besiedelter Menschen nachweisen [62,85,130]. Sind bei
Krankenhausaufnahme ca. 5% der Patienten Trager von C. difficile [73], so steigt diese Zahl,
in Abhangigkeit von der Dauer des Aufenthaltes, der Schwere der Grunderkrankung und
Antibiotikaeinnahmen im Laufe des Aufenthaltes auf 15% bis 30% an [5,9,10]. Wahrend die
Mehrzahl der bei Aufnahme C. difficile positiven Patienten asymptomatisch bleiben, entwickeln
15% bis 71% der Patienten, welche den Erreger erst im Krankenhaus erwerben, eine
behandlungsbedurftige CDI [10,85]. Obwohl bei Kindern vor dem zweiten Lebensjahr ebenfalls
eine hohe Besiedlungsrate mit C. difficile vorliegt, ist dieser Umstand bei epidemiologischen
Erhebungen zu vernachlassigen, da nur in den seltensten Fallen Erkrankungen
auftreten [112]. Es wird geschatzt, dass 15%-20% aller Antibiotika-assoziierten
Durchfallerkrankungen und >95% aller Falle der pseudomembranésen Kolitis auf C. difficile
zurlickgehen [9]. Weitere haufige Erreger von Antibiotika-assoziierten Durchfallerkrankungen
stellen Wurmspezies [140] oder das Bakterium Staphylococcus aureus [98] dar.

Die in den Jahren 2012 und 2013 durchgefiihrte europaweite, multizentrische, prospektive,
biannuale Studie zur Punktpravalenz von CDI bei stationdren Patienten mit Durchfall
(European, multicentre, prospective, biannual, point-prevalence stury of Clostridium difficile
infection in hospitalised patients with diarrhea), oder kurz EUCLID-Studie, identifizierte 125 in
Europa verbreitete RTs. Davon wiesen der RT027 mit 19%, die RTO01/RT072 mit je 11% und
der RT014 mit 10% die hochsten Préavalenzen auf. Insgesamt wurden 1196 Isolate aus 482
Krankenhdusern in 20 europaischen L&ndern untersucht, wobei Uber 400 Isolate von
Deutschland beigesteuert wurden [29].

Parallel hierzu lieBen sich auch in Deutschland ein Anstieg an schweren CDI, sowie ein
vermehrtes Auftreten von hypervirulenten RTs nachweisen [4,59,64].

Sollten sich die Trends der letzten Jahre fortsetzten, so ist anzunehmen, dass hypervirulente
RTs, wie der RT027 [70], oder &hnlich pathogene RTs wie z.B. der RT078 [47], der RT176 [95]
oder der in den USA weit verbreitete RT106 [22,113], zukinftig weiter von hoher klinischer

Relevanz sein werden [64,70].
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1.1.2 Risikofaktoren und Ubertragung

Patienten scheiden den Keim in seiner Sporenform mit dem Stuhl aus. Dadurch kommt es zu
einer standigen Kontamination des Patienten und seiner direkten Umgebung. Hieraus
resultiert eine erhohte Gefahr fakal-oraler Besiedelungen bisher C. difficile negativer
Personen. Dieser  Umstand  wird  durch die hohe  Temperatur- und
Desinfektionsmittelunempfindlichkeit der Sporen (sporozide Desinfektionsmittel werden nicht
routinemafig eingesetzt) noch verstarkt [53,124]. Dementsprechend kann das in der direkten
Umgebung betroffener Patienten tatige medizinische Personal einen bedeutenden Vektor
darstellen [85].

Die Ingestion des Erregers alleine fuhrt in der Regel nicht zur Ausbildung einer CDI. Erst durch
ein auslosendes Ereignis mit einhergehender Schadigung des Darmmikrobioms steigt das
Risiko, Symptome zu entwickeln, an. Den Hauptrisikofaktor stellt hierbei die Gabe von
Antibiotika dar. Als besonders relevant gelten die sogenannten 4C-Antibiotika. Diese
umfassen Clindamycin, Cephalosporine, Aminopenicilline mit Betalaktamaseinhibitor und
Fluorchinolone. Grundsatzlich knnen aber alle Antibiotikaklassen eine CDI auslésen [99]. Als
weitere Risikofaktoren fir die Entwicklung einer CDI gelten die Dauer der Unterbringung in
einem Krankenhaus oder Pflegeheim, gastrointestinale Grundkrankheiten, hohes Alter,
Immunsuppression, die Einnahme von Protonenpumpenhemmern und nicht-steroidale
Antiphlogistika. [34] Obwohl die meisten Falle von CDI bei stationdr betreuten Patienten
auftreten, lie3 sich in der jingeren Vergangenheit das vermehrte Auftreten von ambulant
erworbenen CDI bei jungen, ansonsten gesunden Patienten ohne offensichtliche
Risikofaktoren feststellen [71].

Die Mortalitdt der CDAD betragt 1% bis 2%. Betrachtet man allerdings nur die Falle mit
schwerem Verlauf (z.B toxisches Megakolon, pseudomembranése Kolitis), so kann sie auf bis

zu Uber 30% ansteigen [102].
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1.2 Pathogenese
1.2.1 Toxine

Einige C. difficile Stamme sind in der Lage, Toxine zu bilden. Man unterscheidet Toxin A
(TcdA, Enterotoxin) und Toxin B (TcdB, Zytotoxin). Beide Toxine wirken direkt im
Gastrointestinaltrakt. TcdA wirkt hierbei permeabilitdtserhéhend und proinflammatorisch [110],
TcdB wirkt zytotoxisch und erhdht dadurch ebenfalls die intestinale Permeabilitét [88].
Wahrend Toxin A seine Wirkung primar Uber die Induktion der Enzyme Adenylat— und
Guanylatzyklase entfaltet, fihrt Toxin B zu einer direkten Zerstérung der Darmzellen. Weiter
wird Toxin B als das mir Abstand potentere der beiden Toxine angesehen [110]. Die Fahigkeit
zur Bildung von Toxin B gilt folglich auch als der fur die Entwicklung einer CDI entscheidendere
Faktor [110]. Zusatzlich sind manche Stamme zur Bildung eines weiteren, des so genannten
bindren Toxins (kodiert durch die Gene tcdA, tcdB) in der Lage. Die Pravalenz dieser Stamme
wird auf ca. 6% geschatzt [23,46]. Das binare Toxin fuhrt Gber Aktindepolymerisation zum
Zelltod und einer verstarkten bakteriellen Adharenz. ,Hypervirulente® Stamme fallen héufig
durch die Bildung des bindren Toxins auf [45]. Stamme, welche keine der drei Toxine bilden,

kénnen als apathogen angesehen werden [90].
1.2.2 Sporulationstendenz

Als Anpassungsreaktion auf seine Umgebung ist das Bakterium dazu in der Lage, in eine
Sporenform Uberzuwechseln. Diese ermdglicht ihm ein ubiquitdares Vorkommen und das
Uberdauern verschiedenster Widrigkeiten, vor allem aber das Uberleben auRerhalb eines
Organismus unter aeroben Bedingungen. Weiter gestattet die Sporenform die Kontamination
der direkten Umgebung von C. difficile ausscheidenden Patienten. Wie weiter oben
beschrieben, erhoht dieser Umstand das Infektionspotential des Keimes vor allem bei
stationaren Klinikaufenthalten enorm [2,53,124].

Obwohl die genauen Ausléser der Sporulation vegetativer C. difficile Zellen noch nicht
abschliel3end identifiziert werden konnten, geht man von unspezifischen Stressfaktoren, wie

z.B. Nahrungsmangel aus [100].
1.2.3 Pathogenitatsfaktoren

Wichtig fir die Pathogenitat des Keimes ist ein finf Gene umfassender Abschnitt im
sogenannten pathogenen Lokus (PalLoc). Dieser enthalt die genetische Information zur
Bildung der oben erwéhnten Toxine. Die Sequenzierung des Genoms ergab, dass sich 11%
der genetischen Informationen von C. difficile auf mobilen Genabschnitten befinden. Dies
kbnnte  genetische  Anpassungen hinsichtlich  Pathogenitait und  Resistenzen
beglnstigen [117]. Die Expression der Toxingene wird weiterhin durch Regulatoren

beeinflusst, die wie tcdR die Expression fordern, oder wie tcdC diese hemmen [23,82]. Die
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Aktivitat dieser Regulatoren entscheidet zusammen mit der Sporulationstendenz maf3geblich
Uber die Virulenz des betreffenden Stammes. Letztere wird bei C. difficile Uber den
Transkriptionsregulator ,SpoOA® bestimmt. Dessen Aktivitat wird wiederum tber mehrere
Histidinkinasen reguliert, ein Mechanismus, der sich bei einem Grof3teil der Bacillus und
Clostridium Spezies findet [51,121].

Hypervirulente RTs, wie der RT027, zeichnen sich haufig durch die Produktion des binaren
Toxins und/oder die erhdhte Produktion der Toxine A und/oder B aus [13]. Isolate des RT027
produzieren auf Grund einer 18 Basenpaare (bp) umfassenden Deletion im tcdC-Gen eine 16-
bis 23-fach héhere Toxinmenge, welche als Grund fir die gesteigerte Pathogenitat dieses RTs
vermutet wird [137].

Weiter werden hypervirulente Stamme vermehrt mit Antibiotikaresistenzen in Verbindung
gebracht [42].

Die Verbreitungsmuster von Stdmmen mit gesteigerter Pathogenitat, sowie ihr Resistenzprofil

sind von groRem Interesse fir jede C. difficle betreffende epidemiologische Untersuchung.
1.3 Klinik

Wie weiter oben beschrieben, ist C. difficile per se kein obligat pathogener Mikroorganismus.
Nur Toxin-produzierende Stdmme fuhren zur klinischen Symptomatik. Das Bakterium gelangt
in der Regel durch orale Aufnahme der Sporen in den Intestinaltrakt, wo es sich unter
guinstigen Verhdaltnissen zu seiner vermehrungsfahigen Form entwickelt. Sollten die
entsprechenden genetischen Anlagen vorhanden sein, ist diese zur Toxinbildung in der Lage.
Normalerweise schitzt die natirliche Darmflora vor einer solchen Besiedelung des
Intestinaltraktes mit der vegetativen Form dieses Bakteriums. Falls diese allerdings, z.B. durch
eine antibiotische Therapie, gestort sein sollte, findet C. difficile in der daraus resultierenden
Dysbiose ein ideales Habitat, um sich in seiner vegetativen Form auszubreiten [116].

Bei Toxin-bildenden Isolaten werden die in das Darmlumen sezernierten Toxine von den
Epithelzellen der Colonmukosa aufgenommen. Sowohl TcdA als auch TcdB verursachen Uber
die Auflésung von ,tight junction-“ Strukturen eine erhdhte vaskulare Permeabilitat. Hieraus
resultiert ein teils immenser Flissigkeitsverlust. In einigen Fallen kann es zudem zu Blutungen
kommen [17,109]. Des Weiteren wird die Produktion von Tumor-Nekrose-Faktor-alpha
(TNF-at) und weiterer proinflammatorischer Interleukine induziert, welche erheblich zur

folgenden Entziindungsreaktion und Pseudomembranbildung beitragen (Abb. 3) [17].
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Abbildung 3: Endoskopische Darstellung der pseudomembranésen Kolitis (Quelle: Libbert C., John, E., Milller,
L., (2014) Deutsches Arzteblatt, 111: 723-31)

Klinisch manifestiert sich eine CDI meist als akute, wassrige Diarrhoe, welche oft als ,von
breiiger Konsistenz mit fauligem Geruch® beschrieben wird [11]. Begleitend kdnnen
Allgemeinsymptome wie Unterbauchschmerzen und Fieber auftreten [136].

In seltenen Fallen kann eine CDI zu Komplikationen wie der pseudomembranésen Kolitis [44],
dem toxischen Megakolon, einem paralytischen Illeus oder Darmperforationen mit
einhergehender Sepsis fihren [69]. Diese schweren Verlaufsformen gehen haufig mit
umfassenden Darmoperationen, Intensivpflichtigkeit oder dem Tod des Patienten einher. Die
Wabhrscheinlichkeit eines Rezidives nach Absetzen der oralen Antibiose betragt etwa 20% und
steigt nach jedem Rezidiv weiter an [10,61,86,115].

18



1.4 Therapie und Pravention

Der erste Schritt in der CDI-Therapie besteht darin, die urspriingliche Antibiose des Patienten
zu unterbrechen, da diese durch Schadigung der Mikroflora des Darmes malfigeblich dazu
beitragt, dass sich C. difficile in seiner vegetativen Form auszubreiten vermag. Weiter
empfehlen die aktuellen Leitlinien die orale Gabe von Vancomycin zur Eradikation der
vegetativen C. difficile Population. Metronidazol (per os) findet aktuell keine Verwendung mehr
in der Primarmedikation und wird nur noch supportiv verwendet [80,132]. Fur Patienten mit
trotz gezielter antibiotischer Therapie wiederkehrenden Rezidiven ist die Transplantation von
fakalen Mikrobiota mdglich [83]. Diese stellt eine potente Alternative zu antibiotikabasierenden
Rezidivprophylaxen dar [19].

AulRRerdem muss im Verlauf der, meist stationaren, Behandlung von CDI-Patienten stark auf
Hygiene und die Vermeidung der Ansteckung weiterer Patienten geachtet werden. Es wird
empfohlen, symptomatische Patienten in ein privates Zimmer mit eigener Toilette zu
verlegen [83]. Die Kontakte zu Patienten mit begrindetem Verdacht auf eine CDI sollten bis
zum Vorliegen der Ergebnisse, auf ein Minimum begrenzt werden. Sollten mehr Patienten als
Einzelzimmer vorhanden sein, muissen inkontinente Patienten bei der Zimmervergabe
bevorzugt werden. Die lIsolierung sollte bis mindestens 48 Stunden nach Abklingen der
Durchfalle aufrechterhalten werden. Das gesamte in die Behandlung eingebundene Personal
muss dazu angehalten werden, im Umgang mit den Patienten Handschuhe und langarmlige
Kittel zu tragen. Zur Wertigkeit von Kopfhauben und Mundschutz liegen laut der Kommission
fur Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO) bisher keine Studien vor, die das
Tragen solcher Schutzausriistungskomponenten empfehlenswert erscheinen lassen [126].
Generell sollten aufgrund der Sporen bei der Handreinigung Wasser und Seife alkoholhaltigen
Desinfektionsmitteln vorgezogen werden. Patienten sollten zu regelméaRigem Handewaschen
und Duschen angehalten werden, um die Sporenlast auf Haut und Handen zu reduzieren.
Ebenso sollte die Wasche der Betroffenen regelméfig und desinfizierend gewaschen
werden [126]. Die Handedesinfektion mit herkdmmlichen Desinfektionsmitteln hat zwar keinen
positiven Effekt auf die Rate an CDI, allerdings sollte sie dennoch regelmaf3ig durchgefiihrt
werden, da sie diese Rate auch nicht negativ beeinflusst, gleichzeitig aber die Ubertragung
weiterer, potentiell infektioser, Mikroorganismen reduziert [18]. Auch die feste Zuordnung von
Personal zu CDI-Patienten sollte erwogen werden, um die Ausbreitungswahrscheinlichkeit

innerhalb der Station zu reduzieren [83].
1.5 Diagnostik

Da eine asymptomatische Besiedlung mit C. difficile keinen Krankheitswert hat, ergibt sich die
Indikation zur speziellen Diagnostik bei Patienten mit begriindetem Verdacht auf eine CDI in

erster Linie aus dem klinischen Bild. Die gezielte Diagnostik von C. difficile zielt meist auf den
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Nachweis des Erregers, seiner Antigene oder seiner Toxine aus Stuhlproben ab. Hierbei sollte
sich standartmafig an den von Crobach et. al. [25,26] aufgestellten und von der Europaischen
Gesellschaft fur klinische Mikrobiologie und Infektionskrankheiten (ESCMID) empfohlenen
Diagnostik-Leitlinien fur C. difficile orientiert werden. Diese sehen erst einen Suchtest mit
hoher Sensitivitat (beispielsweise den Nachweis von C. difficile DNS mittels PCR) und eine
anschlieRende Bestatigung mittels Toxinnachweis vor [25,26]. Im Folgenden werden die fur

diese Arbeit relevanten Verfahren kurz vorgestellt.
1.5.1 Toxinnachweis

Das Zytotoxizitatsassay nutzt die (Uberwiegend durch Toxin B verursachte) Schadigung des
Zytoskelettes von Indikatorzellen (beispielsweise Vero oder Hep2 Zellen) zum Toxinnachweis
[26,104]. Dies lasst sich unter dem Phasenkontrastmikroskop als Abrundung der Zellen
erkennen. So kann das Toxin bereits im Picogramm-Bereich nachgewiesen werden [12]. Das
Zytotoxizitatsassay verflgt Uber eine Sensitivitat und Spezifitat von je >98% und stellt damit
ein sehr effizientes Instrument zum Toxinnachweis dar [97]. Grof3e Nachteile des Verfahrens
sind der hohe technische Anspruch und die benétigte Zeit (24 bis 48 Stunden).
Dementsprechend ist es fir die Laborroutine nicht geeignet [16]. Es wird daher in der Regel
serologischen Testverfahren der Vorzug gegeben. Beim Enzyme-Linked-Immunosorbent-
Assay (ELISA), werden die Toxine innerhalb weniger Stunden im nativen Stuhl nachgewiesen.
Die Spezifitat wird mit 95-100% und die Sensitivitat mit 65-85% angegeben [21,49,108].
Grinde fur falsch negative ELISA-Verfahren kdnnen in Mangeln bei Lagerung oder Transport,

bzw. der geringen Stabilitdt der Toxine bei Raumtemperatur liegen [28].
1.5.2 Kultur

Fir den kulturellen Nachweis wird in der Literatur eine Sensitivitdt von >95% angegeben [120].
Die Anzucht des Keimes erfolgt auf Selektivndhrmedien unter strikt anaeroben Bedingungen.
Der typische Geruch, das Wachstum der Kolonien und der mikroskopische Nachweis erlauben
bereits die phanotypische Identifizierung von C. difficile [120]. Eine Bestatigung kann z.B.
mittels Massenspektrometrie erfolgen [40,77]. Zum Toxinnachweis sind ELISA-Verfahren oder
eine Toxin-PCR mdoglich [12,97]. Die Kultur bildet die Grundlage fir weiterfihrende

Untersuchungen, wie etwa eine Resistenztestung oder Genotypisierung.
1.5.3 PCR-Ribotypisierung

Vor allem in Europa hat sich als Goldstandard der Typisierungsverfahren die
PCR-Ribotypisierung etabliert [65]. Hierzu werden die so genannten ,intergenic spacer
Regionen® (ISR) amplifiziert [122]. Bei den ISR handelt es sich um nicht kodierende DNS-
Abschnitte zwischen den Operons (kodierende Abschnitte) in Genen fir die ribosomale

RNA [122]. Bei der Ribotypisierung werden die 16s und 23s ISR vervielfaltigt und per
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Gelelektrophorese aufgetrennt. Die so entstehenden Bandenmuster lassen eine Zuordnung
des Isolats zu einem Ribotypen zu [14].

Ahnliche Methoden wie z.B. die Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) nutzen die gezielte
Sequenzierung einzelner Gene [76]. An Hand welcher ein individuelles Profil der Probe erstellt

und mit bestehenden Datenbanken verglichen werden kann [48].
1.5.4 Multiple-Locus-Variable-Number-Tandem-Repeat-Analyse (MLVA)

Die Multiple Locus Variable Number Tandem Repeat Analyse (MLVA) nutzt die so genannten
.sepeat” Regionen innerhalb des C. difficile Genoms. Hierbei handelt es sich um
DNS-Regionen, welche aus Wiederholungen bestimmter DNS-Motive bestehen und in meist
nicht kodierenden Regionen des Genoms vorkommen [78]. Diese sich unterscheidenden
Regionen werden als ,Variable-Number-Tandem-Repeats“ (VNTR) bezeichnet [129]. Durch
diese Eigenschaften wurden die VNTR-Regionen zum Ansatzpunkt der modernen, auf Genetik
basierenden, Verwandtschaftsdiagnostik [46]. Durch die Sequenzierung von bakteriellen
Genomen wurde Klar, dass das Vorkommen von VNTR-Regionen nicht auf das menschliche
Genom beschrankt ist. Weiterhin konnte man nachweisen, dass Variationen dieser Regionen
oftmals das genomische Korrelat zu phanotypischen Anpassungsreaktionen darstellen. Dies
erlaubt, bei Ahnlichkeiten zu bekannten Stammen, Riickschlusse ber die Pathogenitéat der
analysierten Probe zu ziehen. Aus diesen Uberlegungen heraus entwickelten sich VNTR-
basierte Analyse Verfahren, wie die in dieser Arbeit genutzte MLVA [78,127,129].

Seit seiner Einfihrung wurde das MLVA-Verfahren fir immer mehr Bakterienarten etabliert,
wie zum Beispiel der Analyse von Escherichia coli (E. coli) [91] oder C. difficile [14,128].

Das Ziel der MLVA ist die Subtypisierung und Darstellung von Verwandtschaftsbeziehungen
unter einzelnen Isolaten (z.B. bei Ausbruchsuntersuchungen und vermehrtem Auftreten eines
RTs). Hierzu werden bestimmte Tandem-Repeat Regionen der bakteriellen Genome mittels
spezieller Primer an vordefinierten Stellen miteinander verglichen (Tab. 2). Wie bereits zuvor
beschrieben, kommen Tandem-Repeats in vielen nicht kodierenden Regionen des Genoms
vor und zeichnen sich durch die Wiederholung bestimmter Basenpaarmuster aus. Die MLVA-
Methode ermdglicht es, diese Wiederholungen an bestimmten Lesepunkten innerhalb dieser
Regionen zu quantifizieren. An der Varianz zwischen den Proben lasst sich die potentielle
genetische Nahe der beiden zu vergleichenden Isolate festmachen [60,91].

Vorteile des MLVA-Verfahrens liegen in der hohen Verlasslichkeit und schnellen sowie
kostengiinstigen Durchfuhrbarkeit [78]. Weiter wurde ihr in einer Untersuchung von
Eyre et al. [35] C. difficile betreffend eine &hnlich hohe Qualitdt wie dem ,whole genome
sequenzing®, jedoch bei wesentlich geringerem Aufwand und Kosten, nachgewiesen.
Generell stellt das MLVA-Verfahren eine hoch diskriminatorische Methode zur

Genotypisierung und ein effektives Werkzeug zur Subtypisierung von Stammen mit erhohter
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epidemiologischer Relevanz dar [128]. Daher eignete sich diese Methode perfekt als
Verfahren fur die vorliegende Arbeit.

1.5.5 Ganzgenomsequenzierung

Seit einigen Jahren wird die Ganzgenomsequenzierung (engl. whole genom sequencing,
WGS) auch erfolgreich bei C. difficile Stammen angewandt. Hierbei wird das gesamte Genom
der Probe sequenziert [15,35,36]. Im Anschluss ist es mdoglich, Varianzen in der
Basensequenz zwischen den Isolaten zu detektieren. Dies ermoglicht es, anhand von
Datenbanken die einzelnen Proben zu typisieren. Die WGS Methode ist hoch diskriminativ und
kann Varianzen von einzelnen Nukleotiden nachweisen [36]. Obwohl die Methode momentan
noch als sehr zeit- und materialaufwandig gilt, gibt es Prognosen, die vorhersagen, dass sich
dies in den nachsten Jahren a@ndern und das WGS zu einem diagnostischen Standard
wird [67].
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1.6 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, etwaige Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Isolaten
einer Auswahl an relevanten RTs von C. difficile darzustellen. Besonderes Augenmerk wurde
dabei auf Isolate aus dem Einzugsgebiet des UKS gelegt. Im speziellen sollten Isolate der RTs
RTO015, RT027, RT048, RT106 und RT176, die alle in der Vergangenheit vermehrt mit
nosokomialen Infektionen assoziiert wurden, mittels MLVA typisiert und zueinander in
Beziehung gesetzt werden, um Aussagen Uber die genetische Vernetzung der Isolate und ihr
Potential zur Bildung von Clustern aus hoher verwandten Isolaten zu treffen. Im Anschluss
sollten fir alle vom UKS stammenden lIsolate, welche eine STRD von < 5 zueinander
aufwiesen, die Verlegungshistorien der entsprechenden Patienten wahrend ihrer stationdren
und teilstationaren Behandlung am UKS ausgewertet werden. Ziel hiervon war es, Aussagen
Uber die Transmissionstendenz und das nosokomiale Potential der RTs treffen zu kdnnen.
Hierfir wurden die Verlegungshistorien im Zeitraum um den Erregernachweis auf zeitliche
und/oder rdumliche Beruhrungspunkte untersucht. Letzteres Vorgehen sollte es ermdglichen,
etwaige nosokomiale Ubertragungen zu ermitteln oder auszuschlieRen. Die genetische
Vernetzung und Transmissionstendenzen der Isolate stellen einen aussagekraftigen Indikator
fur die Wirksamkeit von drtlichen Hygienemalnahmen dar. Fir die hypervirulenten RTs RT027
und RT176 sollten zusatzlich Isolate aus dem gesamten Gebiet Deutschlands, die an das NRZ
fur C. difficile gesendet wurden, per MLVA untersucht werden, um eine Darstellung von
Verwandtschaftsbeziehungen und der Tendenz zum Clustering auf nationaler Ebene zu
ermdglichen. Im Falle des RT176 sollte dabei ein besonderes Augenmerk auf eine mdgliche
Etablierung dieses RTs in Deutschland gelegt werden.

Weiter sollte fur die MLVA-typisierten Isolate nach Mdoglichkeit eine Resistenztestung
gegenltber den Antibiotika Clarythromycin, Rifampicin, Metronidazol, Vancomycin und
Moxifloxacin  durchgefihrt werden, um Aussagen Uber die Verbreitung von
Antibiotikaresistenzen am UKS bzw. in Deutschland treffen zu kdnnen, sowie mogliche
Unterschiede oder Gemeinsamkeiten zwischen den Isolaten der einzelnen RTs identifizieren

zu konnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Eine Auflistung der verwendeten Reagenzien findet sich in Tabelle 1.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Name

Hersteller

Nuklease-freies Wasser

Promega GmbH; Madison; USA

Hot Start Mix (PCR Mastermix)

VWR International Radnor; USA

MgCl.

VWR International Radnor; USA

Maxwell 16 Tissue LEV Total

Purification Kit

RNA

Promega GmbH; Madison; USA

GroRenmarker Size Standard 600

Beckman Coulter; Brea; USA

NaCl 0,9% (isoton)

Care Fusion; San Diego; USA

2.1.2 Verwendete Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Biomers (Ulm, Deutschland) bezogen. Um

eine Detektion durch den Sequenzer zu erméglichen wurden mit den Farbstoffen DMNS5,

BMNG6 oder DY751 fluoreszenzmarkierte Primer genutzt. Eine Auflistung der zur MLVA

verwendeten Primer findet sich in Tabelle 2.

Tabelle 2: zur MLVA verwendete Primer

Primer Sequenz

Aas AAATACTTTTCCCACTTTCATAA

As* BMNS-TTAATTGAGGGAGAATGTTAAA

Bas TTATATTTTATGGGCATGTTAAA

Bs* BMNS5-
CTTAATACTAAACTAACTCTAACCAGTAA

Cas ATTGGAATTGAATGTAACAAAA

Cs* BMNG-
GTTTAGAATCTACAGCATTATTTGA

Eas CAAATACATCTTGCATTAATTCTT

Es* BMN5-TGGAGCTATGGAAATTGATAA

Fas ACAAAAGACTGTGCAAATATACTAA

Fs* BMNG-TTTTTGAAACTGAACCAACATA
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Gas2 ACCAAAAATTTCTAACCCAAC

Gs* DY751-TGTATGAAGCAAGCTTTTTATT
Has GATGAGGAAATAGAAGAGTTCAA
Hs* BMNG6-GTTTTGAGGAAACAAACCTATC

2.1.3 Verbrauchsgegenstande

Eine Auflistung der verwendeten Verbrauchsgegenstande findet sich in Tabelle 3.

Tabelle 3: verwendete Verbrauchsgegenstéande

Name

Hersteller

Clostridium  difficile-AGAR  (CLO-
AGAR); Selektivmedium zur Anzucht

von C. difficile aus Stuhlproben*

Biomerieux; Marcy I'Etoile; Frankreich

Columbia AGAR (5% Schafsblut)

Biomerieux; Marcy I‘Etoile; Frankreich

Genbox ANAER; Sicherungsbox zur

Gewahrleistung anaerober Verhaltnisse

Biomerieux; Marcy I‘Etoile; Frankreich

Sensidisk Disc diffusion test;

Diffusionstest fur Clarithromycin

Oxoid; Basingstoke; Hampshire; UK

Sensidisk Disc diffusion test;

Diffusionstest fur Rifampicin

Becton Dickinson; Franklin Lakes; USA

Epsilometer; Resistenztest

Liofilchem; Roseto degli Abruzzi; Italien

Safelock Tubes

Sarstedt; Nirmbrecht; Deutschland

Pipetten

Eppendorf; Hamburg; Deutschland

Pipettenspitzen; Biosphere Filter Tips

Sarsted; Niurmbrecht; Deutschland

*enthalt tierisches Pepton 21 g/l, Hammelblut 50 ml/l, Cycloserin 0,1 g/l, Cefoxitin 0,008 g/,
Amphotericin B 0,002 g/|
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2.1.4 Laborgerate

Eine Auflistung der verwendeten Laborgeréate findet sich in Tabelle 4.

Tabelle 4: verwendete Laborgerate

Gerat

Hersteller

Densicheck Plus Instrument

Biomerieux, Marcy I‘Etoile; Frankreich

DNS Extraktor;
Maxwell 16 MDx Instrument

Promega, Madison; USA

DNS-Sequencer; GenomeLab™ GeXP
Genetic Analysis System (GeXP)

Beckman Coulter; Brea; USA

Thermocycler; ,pegstar”

VWR International Radnor; USA

Vortexer; Vortex Genie 2

Scientific Industries; Bohemia; USA

Zentrifuge;
Galaxy Ministar

VWR International Radnor; USA

2.1.5 Software

Eine Auflistung der verwendeten Software findet sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: verwendete Software

Programm Hersteller

M/LAB32; Dorner Health IT Solutions; Millheim;
M/LAB Software; Version 32 Deutschland

BioNumerics 7.5; Applied Maths NV Frankreich
BioNumerics Software; Version 7.5 Sint-Martens-Latem; Belgium

SAP C21; SAP SE Company; Walldorf;

SAP Software

Deutschland

26



2.2 Methoden
2.2.1 Einschlusskriterien Proben/Patienten

Die vorliegende Studie wurde in der Zeit vom 26.10.2016 bis zum 10.02.2018 durchgefuhrt.
Wahrend dieser Zeit wurden DNS-Proben von C. difficile Isolaten aufbereitet und mittels MLVA
subtypisiert. Samtliche Experimente und Auswertungen fanden am Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene (IMMH) des UKS statt. Um eine ausreichende Vergleichbarkeit der
Proben zu gewahrleisten, welche es ermdéglichen wirde, die HygienemalRnahmen am UKS zu
evaluieren, Verwandtschaftsbeziehungen darzustellen und mdgliche Ausbruchscluster auf
regionaler und auf Bundesebene darzustellen, wurden nur Proben ausgewahlt, welche die
nachfolgenden Charakteristika aufwiesen. Die Proben mussten von Patienten stammen, bei
welchen im Zeitraum von 2006 bis 2016 eine CDI diagnostiziert wurde. Weiter mussten die
Proben durch das NRZ fur C. difficile mittels Ribotypisierung charakterisiert worden und einem
der unter Punkt 2.2.2 genannten RTs zugeordnet worden sein. Eine Aufstellung samtlicher

analysierter Isolate findet sich in Tabelle 10.
2.2.2 Probensammlung und Datenerhebung

Insgesamt wurden 276 Isolate der RTs RT015, RT027, RT046, RT106 und RT176 mittels
MLVA analysiert. Samtliche analysierten Proben stammen aus der Stammsammlung des NRZ
fur C. difficile in Homburg (Saar). Insgesamt stammten 128 Isolate von internen und 148
Isolate von externen Einsendern. Es wurden nur Proben ausgewahlt, welche den weiter oben
genannten Kriterien entsprachen. Zur Auswahl geeigneter Proben und zur
patientenbezogenen Datenerhebung wurde die SAP C21 Software (Tab. 5) des UKS genutzt.
Hierbei bezogen sich samtliche erhobenen Patientendaten lediglich auf die Verlegungshistorie
am UKS und wurden vorab so anonymisiert, dass keine Rickschlisse auf Personen mdglich
waren. Dies war dem Surveillance-Aspekt dieser Arbeit geschuldet, um mdgliche nosokomiale
Ubertragungsereignisse zu eruieren und Ruckschliisse auf die Effektivitit der am UKS
getroffenen Hygienemafl3nahmen zu erhalten. Patientendaten von Isolaten externer Einsender
wurden nicht ausgewertet. Auch wurden keine Versuche an Patienten oder mit menschlichem

Probenmaterial durchgefiihrt.
2.2.3 Anzucht von C. difficile und DNS-Gewinnung

Isolate der Kulturen wurden im Rahmen der Stammsammlung des NRZ routineméaRig
bei -80°C eingelagert. Die fur die Versuche dieser Arbeit verwendete DNS wurde bei -20°C
gelagert. Zur Anzucht der Bakterien wurde ein Clostridium difficile-AGAR (CLO-AGAR) der
Firma Biomerieux genutzt (Tab. 3). Die Bakterien wurden fur 48 Stunden unter strikt anaeroben

Bedingungen bebritet.
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Im Anschluss wurde bei allen 276 C. difficile Isolaten eine Ribotypisierung und bei 202 (73,2%)
eine Resistenztestung, wie an anderer Stelle beschrieben [54,133], durchgefuhrt (Tab. 10).
Die DNS wurde mittels ,DNS-Extraktor® aus den Kulturen gewonnen. Der Vorgang wurde nach
Herstellerangeben mittels Maxwell 16 Tissue LEV Total RNA Purification Kit durchgefihrt. Fur
die Mehrzahl der Proben erfolgten die kulturelle Anzucht und die Ribotypisierung im Rahmen

der Patientenbehandlung, nach positivem Screeningtest.
2.2.4 Resistenztestungen

Mehrere Kolonien der zu testenden Isolate wurden von bebriteten Agarplatten per Wattetupfer
aufgenommen und in isotoner NaCl-Lésung resuspendiert. Der Wattetupfer wurde dazu so
lange verrihrt, bis ein Tribungsgrad entsprechend McFarland von 4,0 eintrat. Im Anschluss
wurden die Bakterienzellen homogen auf einen Columbia-Agar aufgebracht. Daraufhin wurden
Testblattchen fir die Antibiotika Clarithromycin, Rifampicin, auf den Agar aufgebracht. Die
Tests von Metronidazol, Vancomycin und Moxifloxacin erfolgten mittels Epsilometrie,
entsprechend den Herstellerangaben. Die Tests auf Resistenzen gegentber Clarithromycin
und Rifampicin erfolgten mittels Sensi-Disk Diffusionstest, jeweils nach Herstellerangaben. Die
Resistenzassays wurden Uber Nacht bei 37°C unter strikt anaeroben Bedingungen inkubiert.
Am nachsten Tag wurde die minimale Hemmkonzentration ausgewertet. Im Falle von

Clarithromycin und Rifampicin wurde Resistenz als Fehlen eines Hemmhofs gewertet [133].
2.2.5 Multi-Loci-Variable-Number-Tandem-Repeat-Analysis (MLVA)

Bei samtlichen in der Arbeit angegebenen Proben wurde eine MLVA durchgefiihrt. Dazu
wurden sieben Loci (CdA6, CdB7, CdC6, CdE7, CdF3, CdG8 und CdH9) in ,Tandem-Repeat-
Regionen“ des Bakteriums bezuglich der Anzahl ihrer Wiederholungen miteinander verglichen.
In der Auswahl der Primer wurde sich an den sieben in der Literatur gangigsten Primern
orientiert (Tab. 2) [47,81,128]. Alle Primer lagen in einer Konzentration von 100 pmol/l vor.

Die PCR wurde in 3 Ansatzen zu je einem Volumen von insgesamt 22,5 pl und jeweils 2,5 pl
DNS (die Konzentration wurde im Vorfeld nicht bestimmt) durchgefiihrt. Die DNS wurde aus
den vorher gezogenen Kulturen mittels ,DNS-Extraktor” nach Herstellerangaben gewonnen.

Die Zusammensetzung des PCR-Volumens findet sich in den Tabellen 6 bis 8.

Tabelle 6: Ansatz 1(Loci: AHG)

Reagenz Volumen
DNS 2,5l
Hotstart Mix Y 12,5 ul
Primer A (forward) 0,5 ul
Primer A (reverse) 0,5 ul
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Primer H (forward) 0,5 ul
Primer H (reverse) 0,5 ul
Primer G (forward) 0,5 ul
Primer G (reverse) 0,5 ul
MgClz (25mM) 0,75 pl
Destilliertes Wasser 6,25 pl
Tabelle 7: Ansatz 2 (Loci: BF)
Reagenz Volumen
DNS 2,5l
Hotstart Mix Y 12,5 ul
Primer B (forward) 0,5 ul
Primer B (reverse) 0,5 ul
Primer F (forward) 0,5 ul
Primer F (reverse) 0,5 ul
MgCl, 0,75 pl
Destilliertes Wasser 7,25 ul
Tabelle 8: Ansatz 3 (Loci: CE)

Reagenz Volumen
DNS 2,5l
Hotstart Mix Y 12,5 ul
Primer C (forward) 0,5 ul
Primer C (reverse) 0,5 ul
Primer E (forward) 0,5 ul
Primer E (reverse) 0,5 ul
MgCl, 0,75 pl
Destilliertes Wasser 7,25 ul
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Die angewandten PCR-Cycler Konditionen finden sich in Tabelle 9.

Tabelle 9: Konditionen des PCR-Cycler

Anzahl Zyklen Dauer Temperatur
1 12 min 94°C
30 sek 94°C
35 30 sek 51°C
30 sek 72°C
1 10 min 72°C

Die fluoreszenzmarkierten PCR Produkte wurden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt.
Hierzu wurde das ,DNS-Sequencer; GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System (GeXP)*
verwendet. Im Anschluss wurden die GroRen der Loci unter Zuhilfenahme des oben
genannten GroRRenmarkers bestimmt (Tab. 1). Diese wurden zwischen den einzelnen
Stdmmen verglichen und die Anzahl der Varianzen dokumentiert. Mittels Bionumerics
Software Version 7.5 (Tab. 5) wurde auf diesen Ergebnissen der ,minimum spanning tree“

nach Marsh et al. [81] erstellt und zur phylogenetischen Analyse genutzt.
2.2.6 Datenauswertung und Clustering

Bei der Darstellung der genetischen Beziehungen zwischen den einzelnen Isolaten wurde sich
auf den von Marsh et al. [81] beschriebenen ,minimum spanning tree* bezogen, welcher mittels
Bionumerics Software (BioNumerics 7.5) auf Grundlage der STRD aller sieben VNTR Loci die
Proben nach dem Grad ihrer Differenz zu Clustern organisiert. Isolate mit einer STRD von < 10
wurden dabei als genetisch verwandt und Isolate mit einer STRD von <2 als klonal
definiert [13,47]. Dabei wurde nicht mit einbezogen, in wie vielen verschiedenen Loci die
Differenzen auftraten. Als Cluster wurden zwei oder mehr Proben bezeichnet welche eine
STRD von < 10 zueinander aufwiesen. Fir alle Proben vom UKS, bei denen eine STRD von
<5 detektiert wurde, wurden die Verlegungshistorien der entsprechenden Patienten auf
Beruihrungspunkte hin untersucht. Aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit wurde sich auf

diese engere Auswahl an Proben fir die Auswertung konzentriert.
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3. Ergebnisse

3.1 Durchgefiihrte Analysen

Insgesamt wurden im Verlauf dieser Arbeit 234 Isolate von funf verschiedenen RTs (RTO15,
RT027, RT046, RT106 und RT176) in den Jahren 2016 und 2017 mittels MLVA subtypisiert.
Dabei erwiesen sich 184 der typisierten Isolate (184/234) als hohergradig verwandt
(STRD < 5) (siehe Anhang, Tab. 14).

Eine Ubersicht iiber die Stationen, auf welchen die Patienten zum Diagnosezeitpunkt lagen,
findet sich in Tabelle 13 (siehe Anhang). Eine Auflistung aller durchgefiihrten Analysen findet
sich in Tabelle 10.

Samtliche untersuchten Isolate der RT078, RT017 und RT126 lie3en sich nicht mittels MLVA
typisieren. Ahnliche Probleme traten im Vorfeld auch bei anderen Arbeitsgruppen auf [7,47],
von Bakker et al. [7] beschrieben Lésungsansatze zeigten allerdings keinen Erfolg.

Fur die Patienten, deren Proben eine STRD < 5 aufwiesen, wurde die Verlegungshistorie des
relevanten Zeitraumes um die Infektion erhoben und ausgewertet. Schwerpunkt wurde dabei
auf magliche zeitliche und 6ortliche Bertihrungspunkte der Patienten wahrend ihres stationéren
Aufenthaltes gelegt.

Da fur samtliche von externen Einsendern stammenden Proben keine Patientendaten
vorlagen, war eine Aufarbeitung von Patientenhistorien nur fir die aus dem UKS stammenden

Proben maglich.

Tabelle 10: erfolgte Analysen

Ribotyp Gesamtanzahl der | extern intern Resistenztestung
untersuchten
Isolate*

RTO15 22 0 22 22

RT 027 166 119 47 145

RT 046 10 0 10 10

RT 106 6 0 6 6

RT 176 30 29 1 19
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3.2 RTO15 (intern)

Bei der Betrachtung der STRD Resultate fur die Isolate des RT015 konnten innerhalb von
einem Cluster bei drei Isolaten genetische Verwandtschaftsbeziehungen (STRD < 10)
nachgewiesen werden (Abb. 4). Zwei dieser Isolate wiesen dabei unter einander eine STRD
von vier auf, was eine relative hohe genetische Verwandtschaft nahelegt. Bei der Aufarbeitung
der Verlegungshistorien der entsprechenden Patienten zeigten sich bemerkenswerterweise
aber weder zeitliche noch ortliche Berihrungspunkte wéhrend des stationdren Aufenthaltes
am UKS. Auch die Zeitpunkte der mikrobiologischen Nachweise von C. difficile lagen in einem

Abstand von mehr als zehn Monaten auseinander (Abb. 5).

— 1 Locus Varianz
2 Loci Varianz
------------ 3 Loci Varianz

— — = = 4 loci Varianz
=— * = 5 Loci Varianz

Abbildung 4: MLVA aller 22 RT015 von intern stammenden Isolaten von 2006 bis 2016. Die roten, dunkelgrau

Klonaler Komplex

unterlegten Kreise stellen verwandte Isolate dar. Alle tibrigen Isolate stellten sich divers dar. Die Zahlen in den
Kreisen bezeichnen die einzelnen Patienten, von denen die Isolate stammen. Die Zahlen neben den Strichen geben

die STRD an. Die Stérke der Striche entspricht der Anzahl an varianten Loci.
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RT 015 Verlegungshistorie UKS

RTO15 /13 11N |

Legende Stationen

Pneumologie -
Interdisziplindre Notaufnahme - ‘ | | ‘ ‘ >
‘Nov. ’Dez. |Jan. ‘Okt. ‘
Orthopadie - 14

RTO15/7

5

Abbildung 5: Verlegungshistorie der RT015 positiven Patienten RT015/7 und RT015/13 in den Jahren 2014 und
2015 am UKS. Die Balken geben den zeitlichen Verlauf der stationaren Historie am UKS an. Die Farben der
Balken entsprechen den Stationen, auf denen die Patienten behandelt wurden. (siehe Legende) Der rote Strich
gibt das Nachweisdatum des Erregers C. difficile RT015 an. Die X-Achse beschreibt die Zeit, die Y-Achse gibt die
zu den Balken gehdrenden Patienten an.
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3.3 RT027 (intern)

Unter den vom UKS stammenden 47 RT027 Proben lie3en sich innerhalb von funf Clustern
bei 33 der Proben genetische Verwandtschaftsbeziehungen (STRD < 10) und bei 15 Proben
klonale Verwandtschaftsbeziehungen (STRD < 2) beobachten. In zwei Fallen erwiesen sich je
zwei Proben in Hinblick auf die getesteten Regionen als genetisch identisch. Insgesamt lie3en
sich innerhalb von vier Clustern mehrere Isolate finden, welche zueinander eine STRD von £ 5

aufwiesen (Abb. 6). Diese Isolate werden im Folgenden genauer betrachtet.

1 LOcCus Varianz

3 Loci Varianz Klonaler Komplex

------------ 3 Loci Varianz
= = = = 4 Loci Varianz
— - — 5 Loci Varianz

Abbildung 6: MLVA aller 47 von intern stammenden RT027 Isolaten aus den Jahren 2006 bis 2016. Dunkelgrau

unterlegte Kreise stellen verwandte Isolate dar. Hellgrau unterlegte Kreise stellen klonale Isolate dar. Die Farben
Kennzeichnen die Zugehdrigkeit der Proben zu den einzelnen Clustern. Alle blau gekennzeichneten Proben stellten
sich divers dar. Die Nummern in den Kreisen bezeichnen die Patienten, von denen die Isolate stammen. Die Zahlen

neben den Strichen geben die STRD an. Die Starke der Striche entspricht der Anzahl an varianten Loci.
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Die Abbildungen 7 bis 10 zeigen die Verlegungshistorien der entsprechenden Patienten
wéhrend ihrer Behandlung am UKS.

3.3.1 Isolate mit einer STRD £5

Die Isolate der Patienten RT027/40, RT027/38 und RT027/39 wiesen untereinander eine
erhohte genetische Verwandtschaft auf (STRD < 5). Wie Abbildung 7 zeigt, fallen innerhalb
der Verlegungshistorie mehrere Berihrungspunkte wéhrend des stationdren Aufenthaltes am
UKS auf. So befanden sich die Patienten RT027/40 und RT027/38 im Méarz des Jahres 2010
zeitgleich in stationarer Behandlung auf derselben internistischen Station des UKS, sowie
kurzzeitig auf der interdisziplinar gefuhrten Notaufnahme. Des Weiteren wurden die
mikrobiologischen Nachweise von C. difficile an zwei aufeinander folgenden Tagen erbracht.
In der Verlegungshistorie des Patienten RT027/39 finden sich jedoch keine Uberschneidungen
mit denen der beiden anderen Patienten (Abb. 7).
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RT 027 Verlegungshistorie UKS (Cluster 1)

RT027/40 | 1 | 1 [ |
RT027/38 | — ‘nma
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09 10 11 12 13

\j

Legende Stationen

Himato- / Onkologie Herz-Thorax Chirurgie

Gastroenterologie - Interdisziplindre Notaufnahme -
Kadiologie -
Pneumologie -

Abbildung 7: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 1 zusammengefasst wurden in den Jahren 2009-2013 am UKS. Die Balken geben den zeitlichen
Verlauf der stationdren Historie am UKS an. Die Farben der Balken entsprechen den Stationen auf denen die Patienten behandelt wurden. (siehe Legende) Der rote Strich gibt
das Nachweisdatum des Erregers C. difficile RT027 an. Die X-Achse beschreibt die Zeit, die Y-Achse gibt die zu den Balken gehérenden Patienten an.

36



Die Proben der Patienten RT027/30, RT027/27, RT027/28, RT027/29 und RT027/37 wiesen
ebenfalls untereinander zumindest zu einem weiteren Isolat einen erhdhten
Verwandtschaftsgrad (STRD < 5) auf. Wie Abbildung 8 zeigt, liegen jeweils bei den Patienten
RT027/27 und RT027/28, den Patienten RT027/27 und RT027/30, sowie den Patienten
RT027/29 und RTO027/30, welche alle in den Jahren 2012 bis 2014 auf derselben
internistischen Station behandelt wurden, die Nachweisdaten des Erregers zeitlich eng
beieinander. In diesem Kontext féllt auf, dass die bei diesen Paaren isolierten Erreger sich
innerhalb der MLVA mit einer STRD von null als genetisch klonal darstellten (Abb. 6). Weiter
fallt auf, dass die Patienten RT027/28, RT027/29 und RT027/30 dialysepflichtig waren und
sich die ambulanten bzw. stationdren Hamodialysen der Patienten RT027/29 und RT027/30
teilweise zeitlich und raumlich tberschnitten.

Die Verlegungshistorie von Patient RT027/37 zeigt keine zeitlichen oder raumlichen
Berlhrungspunkte mit denen der anderen Patienten (Abb. 8).
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RT 027 Verlegungshistorie UKS (Cluster 2)
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Hamato-/Onkologie interdisziplinare Notaufnahme -

Gastroenterologie - Allgemeinchirurgie
Kardiologie - Ambulante Dialyse -
Nephrologie -

Abbildung 8: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 2 zusammengefasst wurden, in den Jahren 2009-2010, sowie 2012-2015 am UKS. Die Balken
geben den zeitlichen Verlauf der stationédren Historie am UKS an. Die Farben der Balken entsprechen den Stationen, auf denen die Patienten behandelt wurden. (siehe Legende)
Der rote Strich gibt das Nachweisdatum des Erregers C. difficile RT027 an. Kreuze am Ende eines Balkens stehen fir das Versterbedatum des entsprechenden Patienten. Die X-
Achse beschreibt die Zeit, die Y-Achse gibt die zu den Balken gehérenden Patienten an.
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Die Proben der Patienten RT027/3, RT027/4, RT027/5, RT027/6, RT027/7, RT027/8,
RT027/20, RT027/21, RT027/23, RT027/24 und RT027/25 weisen ebenfalls einen erhdhten
Verwandtschaftsgrad (STRD < 5) auf. Die Patienten RT027/25 und RT027/21 befanden sich
im Zeitraum von August 2010 bis Dezember 2010 beide in stationarer Behandlung am UKS,
jeweils aber auf unterschiedlichen Stationen (Abb. 9). Die Patienten RT027/23, RT027/8,
RT027/20, RT027/7 und RT027/4 befanden sich im Zeitraum vom November 2011 bis zum
September 2013 mit diversen zeitlichen und raumlichen Uberschneidungen in stationarer
Behandlung am UKS. Dariber hinaus wurden die Patienten RT027/8 und RT027/20 beide in
den Monaten Juni und Juli des Jahres 2013 auf derselben internistischen Station behandelt.
Auch weisen die Nachweisdaten von C. difficile, besonders in den Fallen der Patienten
RT027/8, RT027/20 und RT027/7 eine zeitliche Korrelation auf (Abb. 9). Bei den Patienten
RT027/3 und RT027/6 hingegen lagen keine zeitlichen oder raumlichen Uberschneidungen in
ihren stationaren Aufenthalten vor. Allerdings lagen die Nachweisdaten von C. difficile weniger
als 2 Monate auseinander (Abb. 9). Die Verlegungshistorien der Patienten RT027/24 und
RT027/5 wiesen keine zeitlichen oder raumlichen BerUhrungspunkte zueinander, oder zu
anderen Patienten des Clusters auf (Abb. 9).
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RT 027 Verlegungshistorie UKS (Cluster 3)
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Abbildung 9: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 3 zusammengefasst wurden in den Jahren 2008-2015 am UKS. Die Balken geben den zeitlichen
Verlauf der stationédren Historie am UKS an. Die Farben der Balken entsprechen den Stationen, auf denen die Patienten behandelt wurden. (siehe Legende) Der rote Strich gibt
das Nachweisdatum des Erregers C. difficile RT027 an. Kreuze am Ende des Balkens stehen fiir das Versterbedatum des entsprechenden Patienten. Die X-Achse beschreibt die

Zeit, die Y-Achse gibt die zu den Balken gehérenden Patienten an.
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Die Patienten RT027/15, RT027/14 und RT027/12 befanden sich alle im Zeitraum vom August
bis Dezember 2016 in stationdrer Behandlung am UKS. In diesem Zeitraum waren die
Patienten RT027/15 und RT027/12 zeitlich tGberschneidend auf der interdisziplinar gefihrten
Intensivstation und die Patienten RT027/15 und RT027/14 auf derselben chirurgischen Station
untergebracht. Ebenfalls wurden die jeweiligen mikrobiologischen Nachweise von C. difficile
in zeitlich geringem Abstand zueinander erbracht (Abb. 10).

RT 027 Verlegungshistorie UKS (Cluster 4)

Legende Stationen RT027 /12 .

Intensivstation

RT027 /15 |
Unfallchirurgie -
Allgemeinchirurgie RT027 /14 *
Gastroenterologie - ‘ | ‘ ‘ ‘
- rug. Fep. Fkt. ‘Nov. ‘Dez. >

16

Pneumologie

Abbildung 10: Verlegungshistorie der RT027 positiven Patienten die zu Cluster 4 zusammengefasst wurden im
Jahr 2016 am UKS. Die Balken geben den zeitlichen Verlauf der stationéren Historie am UKS an. Die Farben der
Balken entsprechen den Stationen, auf denen die Patienten behandelt wurden. (siehe Legende) Der rote Strich gibt
das Nachweisdatum des Erregers C difficile RT027 an. Die X-Achse beschreibt die Zeit, die Y-Achse gibt die zu

den Balken gehdrenden Patienten an.
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3.4 RT046 (intern)

Von den 10 untersuchten Isolaten des RT046 erwiesen sich zwei als genetisch klonal
(STRD = 2). Eine Klonalitat oder weitergehende Verwandtschaft (STRD < 10) konnten sonst

zwischen keinen der Isolate nachgewiesen werden (Abb. 11).

— 1 Locus Varianz
2 Loci Varianz
------------ 3 Loci Varianz

— — = = 4 loci Varianz
=— * = 5 Loci Varianz

Abbildung 11: MLVA aller 10 von intern stammenden RT046 Isolaten, aus den Jahren 2006 bis 2016. Der rote,

Klonaler Komplex

geteilte Kreis stellt 2 genetisch identische Isolate dar. Die von unterschiedlichen Patienten stammen. Alle Gibrigen
Isolate stellten sich divers dar. Die Nummern in den Kreisen bezeichnen die Patienten, von denen die Isolate
stammen. Die Zahlen neben den Strichen geben die STRD an. Die Starke der Striche entspricht der Anzahl an

varianten Loci.

Wie in Abbildung 12 dargestellt, wiesen die Verlegungshistorien der beiden Patienten weder
zeitliche noch drtliche Berihrungspunkte wahrend ihres stationaren Aufenthaltes am UKS auf.

Auch liegen die Nachweisdaten des Erregers mehr als ein Jahr auseinander.
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RT 046 Verlegungshistorie UKS
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Abbildung 12: Verlegungshistorie der RT046 positiven Patienten RT046/8 und RT046/9 in den Jahren 2014-2016 am UKS. Die Balken geben den zeitlichen Verlauf der stationéaren
Historie am UKS an. Die Farben der Balken entsprechen den Stationen, auf denen die Patienten behandelt wurden. (siehe Legende) Der rote Strich gibt das Nachweisdatum des
Erregers C. difficile RT046 an. Die X-Achse beschreibt die Zeit, die Y-Achse gibt die zu den Balken gehdrenden Patienten an.
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3.5 RT106 (intern)

Unter den 6 analysierten Isolaten des RT106 liel3en sich weder zueinander klonale, noch
verwandte Isolate nachweisen. Die Ergebnisse der Typisierung sind in Abbildung 13

dargestellt.

1 LOCuUS Varianz
3 Loti Varianz Klonaler Komplex

------------ 3 Loci Varianz
— — — = 4 Loci Varianz
=— * = 5 Loci Varianz

Abbildung 13: MLVA aller 6 von intern stammenden RT106 Isolaten, aus den Jahren 2006 bis 2016. Alle Isolate

stellten sich divers dar. Die Nummern in den Kreisen bezeichnen die Patienten von denen die entsprechenden
Isolate stammen. Die Zahlen neben den Strichen geben die STRD an. Die Starke der Striche entspricht der Anzahl

an varianten Loci.
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3.6 RT027 (extern)

Die Mehrzahl der 119 untersuchten RT027 lIsolate stammten aus den Bundeslandern
Nordrhein-Westfalen und Bayern (Abb. 15).

Insgesamt  wiesen 95 der Isolate innerhalb von zehn Clustern nahere
Verwandtschaftsbeziehungen zueinander auf. Davon erwiesen sich 67 als klonal (STRD < 2)
zu mindestens einem weiteren Isolat des jeweiligen Clusters auf. Des Weiteren erwiesen sich
in acht Fallen je zwei Isolate und in je einem Fall drei bzw. vier Isolate als in den untersuchten
Genregionen identisch (Abb. 14). Die beiden grof3ten Cluster wurden in den Farben Rot (n=38)
und Grin (n=32) dargestellt.

— 1 LOCUS Varianz

2 Loci Varianz Klonaler Komplex
------------ 3 Loci Varianz

— — = = 4 loci Varianz
=— * = 5 Loci Varianz

Abbildung 14: MLVA aller 119 RT027 Isolate von externen Einsendern. Dunkelgrau unterlegte Kreise stellen

verwandte Isolate dar. Hellgrau unterlegte Kreise stellen klonale Isolate dar. Die Farben Kennzeichnen die
Zugehdrigkeit der Proben zu den einzelnen Clustern Alle blau gekennzeichneten Proben stellten sich divers dar.
Die Zahlen neben den Strichen geben die STRD an Die Starke der Striche entspricht der Anzahl an varianten Loci.
Durch Striche geteilte Kreise stehen fiir mehrere genetisch identische Proben.
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3.6.1 RT027

Auf Abbildung 15 findet sich eine graphische Darstellung der Einsendestandorte aller von

extern stammenden RT027 Isolate. Die Mehrzahl der Proben stammt aus den Bundeslandern

Nordrhein-Westfalen und Bayern.

Abbildung 15: Geografische Verteilung der von extern stammenden RT027-Isolaten; Zahlen in den Kreisen
entsprechen Anzahl an Patienten (n=166); (2006-2017)
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3.7 RT176 (gesamt)

Die Mehrzahl der 30 untersuchten RT176 Isolate stammt aus den Bundeslandern Nordrhein-
Westfalen und Bayern, (Abb. 17). Innerhalb von vier Clustern lieBen sich insgesamt 15

miteinander verwandte (15/30) und zwei klonale (2/30) Isolate identifizieren (Abb. 16).

1 LOcCus Varianz
2 Loci Varianz
3 Loci Varianz

= = = = 4 loci Varianz
— - — 5 lLoci Varianz

Abbildung 16: MLVA aller 30 RT176 Isolate von internen und externen Einsendern aus den Jahren 2006 bis 2016,

Klonaler Komplex

wobei gelb, rot, griin und violette markierten Kreise klonale oder verwandte Isolate darstellen. Die unterschiedlichen
Farben entsprechen den einzelnen Clustern. Dunkelgrau hinterlegte Isolate weisen Verwandtschaft, hellgrau
unterlegte Klonalitat auf. Alle blau markierten Isolate stellten sich divers dar. Die Buchstaben und Zahlen in den
Kreisen entsprechen den Autokennzeichen der jeweiligen Landkreise. Die Zahlen neben den Strichen geben die

STRD an. Die Stérke der Striche entspricht der Anzahl an varianten Loci.
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3.7.1 RT176

Auf Abbildung 17 findet sich eine graphische Darstellung der Einsendestandorte aller von
extern stammenden RT176 Isolate. Die Mehrzahl stammt aus den Bundeslandern Nordrhein-

Westfalen und Bayern. Das Verbreitungsmuster zeigt keine spezifische regionale Verteilung.

Abbildung 17: Geografische Verteilung der RT176-Isolate; Zahlen in den Kreisen entsprechen Anzahl an
Patienten (n=30); (2013-2016), (Quelle: Berger F, Bischoff M, Strauf3 C, von Muller L, Géartner B: Auftreten von
C. difficile Ribotyp 176 in Deutschland, Epid Bull 2017; 10:93 — 95)
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3.8 Zusammenfassung der MLVA Analysen und der Verlegungshistorien

Insgesamt war es moglich, anhand der durch die MLVA gewonnenen Ergebnisse
Verwandtschaftsbeziehungen einiger der klinisch und epidemiologisch relevantesten RTs von
C. difficile zu erarbeiten. Von allen typisierten Proben (234) erwiesen sich 184 als verwandt
(STRD < 10) und 105 als klonal (STRD < 2). Es lasst sich festhalten, dass ein Grol3teil der
untersuchten Isolate der Ribotypen RT027, RT046 und RT176 untereinander weitreichende
genetische Vernetzungen aufwiesen, ein Umstand, welcher sich sowohl unter den von intern
als auch den von extern stammenden Proben beobachten lie3. Weiter stellten sich die per
MLVA typisierten Isolate der RTs RTO015, RT046 und RT106 als weitestgehend nicht
miteinander verwandt dar. In 18 Fallen konnten innerhalb der 85 aufgearbeiteten
Verlegungshistorien aber zeitliche und/oder raumliche Beriihrungspunkte nachgewiesen

werden.

49



3.9 Resistenztestungen

Fur 202 der 234 per MLVA typisierten Isolate erfolgte durch das NRZ fur C. difficile, Homburg
(Saar) eine Resistenztestung gegeniuber den Antibiotika Clarythromycin, Rifampicin,
Metronidazol, Vancomycin und Moxifloxacin (Tab. 10 und 11). Wahrend sich hierbei die Isolate
des RT106 gegentiber keinem der getesteten Antibiotika als resistent erwiesen und bei den
RTO15 Isolaten nur sehr selten Resistenzen gegen Clarithromycin (1/22) oder
Moxifloxacin (1/22) vorgefunden wurden, zeigten die Isolate alle anderen getesteten RTs
diversere Resistenzmuster. Die Isolate des RT027 erwiesen sich fast alle als resistent
gegenuber Clarithromycin (134/145) und Moxifloxacin (142/145). Des Weiteren waren etwas
mehr als ein Drittel der Isolate dieses RTs gegenuber Rifampicin resistent (50/145) und wenige
Isolate wiesen eine Resistenz gegen Metronidazol auf (10/145).

Die Isolate des RTO046 erwiesen sich als mittelgradig resistent gegeniber
Clarithromycin (40%), Rifampicin (30%) und Moxifloxacin (50%) und als vollstandig sensibel
gegenlber Metronidazol. Die Isolate des RT176 wiesen hohe Resistenzen gegenuber
Clarithromycin (16/19) und Moxifloxacin (18/19), sowie in Einzelfdllen eine Resistenz
gegenlber Rifampicin (3/19) auf. Resistenzen gegenlber Metronidazol lieBen sich in den
Isolaten dieses RTs nicht feststellen. Samtliche getesteten Proben erwiesen sich gegenlber
dem Antibiotikum Vancomycin als sensibel. Die Ergebnisse der Resistenztestungen werden

in Tabelle 11 noch einmal zusammengefasst:

Tabelle 11: Resistenzverhalten von sémtlichen getesteten C. difficile-lsolaten

Ribotyp 015 027 046 106 176 Gesamt
Getestet 22 145 10 6 19 202
Clarithromycin 1(4,5%) | 134 4 (40%) 0 (0%) 16 155
(resistent) (92,4%) (84,2%) (76,7%)
Rifampicin 0(0%) | 50 3(30%) | 0 (0%) 3 (15,7%) | 56
(resistent) (34,9%) (27,7%)
Metronidazol 0(0%) | 10 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 10 (5%)
(resistent) (6,9%)

Vancomycin 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
(resistent)

Moxifloxacin 1(4,5%) | 142 5 (50%) 0 (0%) 18 166
(resistent) (97,9%) (94,7%) (82,2%)
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4. Diskussion

2010 wurde in einer 89 deutsche Krankenhduser umfassenden Studie C. difficile fast doppelt
so haufig wie MRSA als Ausléser von nosokomialen Infektionen erfasst [87]. Die Autoren
sahen in der Anzahl an neuaufgetretenen CDI einen mdglichen Indikator fur Defizite in der
Infektionskontrolle, bzw. fiir einen erhdhten Einsatz von Antibiotika. Parallel hierzu lieR sich im
gleichen Zeitraum ein Anstieg an schweren CDI, sowie ein vermehrtes Auftreten von
hypervirulenten RTs nachweisen [4,59,64]. Eine kontinuierliche Uberwachung der
hypervirulenten RTs ist somit von hoher Relevanz fiir den klinischen Alltag. Hierzu wurden in
der vorliegenden Arbeit Verwandtschaftsbeziehungen fir eine Auswahl an relevanten RTs
aufgearbeitet und die Verlegungshistorien samtlicher intern behandelter Patienten, deren
C. difficile Isolate eine hohergradige Verwandtschaft (STRD < 5) zueinander aufwiesen,
ausgewertet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Uber 200 Isolate von flnf verschiedenen RTs
(RTO15, RTO027, RTO046, RT106 und RT176) mittels MLVA subtypisiert und die

Verlegungshistorien von 26 Patienten aufgearbeitet.

4.1 Verwandtschaftsbeziehungen und BerUhrungspunkte der am UKS gesammelten

Isolate

Insgesamt erwiesen sich 51 der 86 am UKS gesammelten Isolate als verwandt (STRD < 10)
und 17 der Isolate als klonal (STRD < 2) zu mindestens einem weiteren Isolat. In einigen Fallen
erwiesen sich zwei oder mehrere Isolate in Hinblick auf die untersuchten VNTR Regionen als
genetisch identisch (siehe Anhang, Tab. 14). Auffallend war, dass sich die Mehrzahl an
verwandten und/oder klonalen Isolaten dem RT027 zuordnen liel3 (Abb. 6). Dies deckt sich mit
Beobachtungen aus der Literatur, in welcher fiir den RT027 eine ausgepragte Tendenz zum
Clustering beobachtet wurde [57]. Im Gegensatz hierzu zeigten alle anderen im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten RTs nur eine geringe Neigung zur Clusterbildung. Fir die Isolate
des RT106 konnte sogar keine nahere Verwandtschaft zueinander beobachtet werden
(Abb. 4, 11 und 13). Weiter wiesen 26 der am UKS gesammelten Isolate eine STRD von <5
auf. Von diesen konnten durch die Aufarbeitung der entsprechenden Patientenhistorien
18 Falle (18/86) mit einem mdglichen nosokomialen Ereignis in Verbindung gebracht werden.
Dies deckt sich ebenfalls mit dem in der Fachliteratur beschriebenen nosokomialen Potential
von C. difficile. So konnte die Arbeitsgruppe um Rudensky et al. [114] Ende des letzten
Jahrhunderts bei einer Erhebung zur Durchseuchungsrate bei geriatrischen Patienten mit
C. difficile den Erreger bei 20,4% der Probanden nachweisen. Als Hauptrisikofaktor fir eine
Besiedelung mit C. difficile wurde die Lange des stationdren Aufenthaltes identifiziert. Weiter
konnte der Erreger bei 20% des Krankenhauspersonals und in knapp 50% der Falle in der

Patientenumgebungen festgestellt werden [85]. Ahnliche Durchseuchungsraten wurden auch
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in einer weiteren Arbeit aus diesem Zeitraum ermittelt [17]. Dies lasst insgesamt darauf
schlieRen, dass nosokomiale Ubertragungen, zumindest zum Zeitpunkt der Studien, eine
signifikante Quelle fur CDI darstellten. Interessanterweise ergab sich innerhalb der hier
vorliegenden Arbeit in knapp 30% der Falle mit zueinander héherverwandten Isolaten und in
ca. 80% aller erfassten CDI am UKS kein Anhalt auf nosokomiale Geschehen. Ein Umstand,
welcher umso mehr an Bedeutung gewinnt, da Arbeiten der jingeren Vergangenheit vereinzelt
nahelegen, dass der Anteil an nosokomial erworbenen CDI am Anteil aller
behandlungsbedurftigen CDI vermutlich geringer ist als weithin angenommen [30,36,135]. So
konnten Eyre et al. [36] in einer auf Ganzgenomsequenzierung basierenden Arbeit nur ca.
38% der hdher verwandt Isolate aller tiber einen dreieinhalbjahrigen Zeitraum charakterisierten
Proben direkt mit einem nosokomialen Ereignis in Verbindung bringen und bei ca. 36% ein
solches sicher ausschliel3en. Weiter wurden ca. 45% aller Isolate als genetisch divers
eingestuft Im Rahmen der Arbeit wurden Proben, deren Einzelnukleotid-Polymorphismen
(engl. single-nucleotide variants, SNVSs) eine Varianz von < 2 aufwiesen als genetisch hoher
verwandt und Proben mit einer Varianz von > 10 als genetisch divers bezeichnet. Eine auf
Gesamtgenomsequenzierungen basierende Studie, die von Didelot et. al. [30] durchgefihrt
wurde, konnte zudem eine direkte Ubertragung fiir die Mehrheit der untersuchten Falle
ausschlieRen. Vor allem die Bedeutung von asymptomatischen Tragern von C. difficile wurde
von den Autoren der letzteren Studie hervorgehoben. Ahnliches gilt wahrscheinlich auch fir
die am UKS gesammelten und hier typisierten Proben, welche, wie oben bereits erwahnt,
insgesamt gesehen nur in einem Finftel aller Félle (18/86) mit nosokomialen Geschehen in
Verbindung gebracht werden konnten (Abb. 5, 7-10 und 12). Allerdings zeigte sich bei den
genetisch héherverwandten Isolaten, die im Rahmen dieser Arbeit per MLVA identifiziert
wurden, mit 69% ein wesentlich hoherer Anteil an wahrscheinlichen nosokomialen
Ereignissen, als dies bei den Studien von Eyre und Kollegen [30,36,135] beobachtet wurde.
Dies mag unter anderem der Tatsache geschuldet sein, dass im Rahmen dieser Arbeit mit
einem n von 26 eine vergleichsweise geringe Anzahl an héherverwandten Isolaten untersucht
wurde, wahrend von Eyre et al. [36] mit 333 hoherverwandten Isolaten ein wesentlich grol3eres
Kollektiv analysiert wurde. Die Ergebnisse beider Studien zu hoherverwandten Isolaten

werden in Tabelle 12 noch einmal in Bezug zueinander gesetzt.

Tabelle 12: Darstellung der héherverwandten Isolate, bei welchen nosokomiale Ereignisse wahrscheinlich oder
unwahrscheinlich waren. Prozentzahlen geben nur Naherungswerte an.

Studie Anzahl Nosokomiale Nosokomiale
hochverwandter | Ereignisse Ereignisse
Isolate wahrscheinlich unwahrscheinlich

Eyre [36,135] 333 126 (28%) 120 (30%)

interne Proben 26 18 (69%) 8 (31%)
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In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Didelot et. al. [30] ergab eine bereits Anfang
des Jahrhunderts in Schweden durchgefihrte Studie, dass stationar behandelte Patienten
zwar Uber eine wesentlich hdhere Inzidenz an CDI verfiigen, die Ursache fiir diese aber eher
bei schon endogen in den Patienten vorhandenen C. difficile Isolaten und weniger bei im
Krankenhaus erworbenen C. difficile Isolaten zu suchen war [92]. Dieser Befund kdnnte eine
weitere Erklarung fur die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern. So lieRen sich teilweise
grol3e Zeitspannen zwischen dem Auftreten von CDI bei Patienten, welche zuvor auf ahnlichen
Stationen untergebracht waren, feststellen (Abb. 5, 7-10 und 12). Dies lieRe sich, &hnlich wie
in der zuletzt erwahnten Studie, durch eine endogene Verschleppung des Erregers erklaren.
Betrachtet man die Ergebnisse der zuvor zitierten Studien in Verbindung mit den am UKS
erhobenen Zahlen, so lasst sich vermuten, dass ambulanten Ubertragungen erhebliche
Bedeutung in der Verbreitung von CDI zukommen dirfte. Erhebungen zu ambulanten
Ubertragungswegen und asymptomatischen Tragern dirften damit fur die zukinftige

Einddmmung von Infektionen von hohem Interesse sein.

4.1.1 Verwandtschaftsbeziehungen und Berthrungspunkte des RT015

In einigen nationalen Erhebungen gehérten Isolate des RT015 zu den haufigsten Erregern
einer CDI [29,119,140] wobei diesem RT in der Fachliteratur eine im Vergleich zu anderen
RTs niedrigere Mortalitét, sowie ein niedrigeres nosokomiales Potential zugesprochen
werden [55]. Weiter wurden vereinzelt bei Erhebungen mittels MLST kleinere Cluster an
hoherverwandten Isolaten gefunden [119]. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. Von den 22 hier untersuchten Isolaten des RT015 erwiesen innerhalb
eines Clusters drei Isolate als verwandt zueinander (STRD < 10), klonale Isolate fanden sich
hingegen nicht (Abb. 4). Unter den Patienten des Clusters fanden sich jedoch keine zeitlichen
oder raumlichen Berthrungspunkte (Abb. 5). Somit decken sich die im Rahmen dieser Studie
erhobenen Daten mit denen der Fachliteratur, welche dem RTO15 eine eher geringe Tendenz
zu nosokomialen Geschehen zuschreiben [29]. Da im Rahmen einiger Arbeiten zuletzt
allerdings ein Vermehrtes Auftreten von Isolaten des RT015 beobachtet wurde, scheint ein

weiteres Monitoring dennoch sinnvoll [140].
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4.1.2 Verwandtschaftsbeziehungen und Berthrungspunkte des RT027

Bereits seit langerem werden Isolate von RTs, welche zur Bildung der Toxine A und B in der
Lage sind, mit fulminanten C. difficile Ausbrlichen in Verbindung gebracht [84]. Hierbei wird
vor allem der RT027 in der Fachliteratur besonders haufig im Zusammenhang mit schwereren
Ausbruchsgeschehen genannt [24,79]. Dies gilt sowohl fir Nordamerika [103], als auch fir
Europa [137]. Grinde hierfiir stellen einerseits die weite Verbreitung des RTs (dieser war in
der EUCLID Studie der am h&ufigsten nachgewiesene RT innerhalb Europas [29]) und zum
anderen die im Vergleich mit anderen RTs erhohte Virulenz dar [23,137]. Weiterer
beglnstigender Faktor ist eine gesteigerte Unempfindlichkeiten gegen Antibiotika und
Desinfektionsmittel [63]. Der Erregertyp wurde in mehreren nachgewiesenen Fallen bereits
aullerhalb von Krankenh&ausern erworben und fihrte bei jungen und vormals gesunden
Personen in einigen Fallen zu einer letal verlaufenden Infektion [24,106]. Bereits kurz nach der
Erstbeschreibung des RT027 im deutschsprachigen Raum fielen vermehrt C. difficile Falle in
den Regionen Saarland und Rheinland-Pfalz auf, bei welchen der RT027 nachgewiesen
werden konnte [56]. In einer 2013 veroffentlichten Studie wurden einzelne Clostridien Stamme
mittels ,single locus sequence typing“ des ,Surface layer Protein A Gens (slpAST) typisiert
und ein deutschlandweites Profil erstellt. Hierbei machten Isolate des RT027 knapp 25% der
vom UKS stammenden Isolate aus. Auf nationaler Ebene waren es etwa 11%. Sowohl im
Saarland als auch in Deutschland war der RT027 nach dem RT001 der am zweithaufigsten
nachgewiesene RT [89]. Dementsprechend ist die Untersuchung der genetischen
Verwandtschaft von Isolaten dieses RTs zueinander von groliem Interesse fir die
Identifikation und Nachverfolgung von Ausbruchgeschehen. Von den 47 am UKS
gesammelten Isolaten des RT027 erwiesen sich 33 innerhalb von funf Clustern als verwandt
zueinander und 15 als klonal zu mindestens einem anderen Isolat. In jeweils zwei Fallen lie3en
sich per MLVA keine genetischen Unterschiede zwischen den Isolaten darstellen. Diese recht
hohe Anzahl an verwandten Isolaten (~70%), sowie die in Abbildung 6 graphisch dargestellte
Neigung zum Clustering der Isolate &hneln den Ergebnissen einer internationalen
Erhebung [57], in welcher ebenfalls von einer erhéhten genetischen Vernetzung des RT027
gesprochen wird. Dem entgegengesetzt steht jedoch eine Studie, welche auf lokaler Ebene
nur eine geringe Tendenz zum Clustering fur RT027 Isolate nachweisen konnte [37]. Diese
gegensatzlichen Ergebnisse werfen die Frage auf, ob diese unterschiedliche Neigung zum
Clustering durch lokale Praventionsmafinahmen oder den Aufbau der entsprechenden Studien
erklart werden kann? Bei der Uberwiegenden Mehrzahl der am UKS behandelten Patienten,
von welchen die hochverwandten RT027 Isolate stammen, die in dieser Arbeit untersucht
wurden, lieRen sich groRflachige zeitliche und raumliche Uberschneidungen im Rahmen ihres
stationdren Aufenthaltes am UKS nachweisen (Abb. 7-10). Dieser Umstand und die grof3e
genetischen Ahnlichkeit der Proben (Abb. 6) lassen eine nosokomiale Ubertragung bei 18
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Isolaten (18/33) vermuten, eine Annahme, die sich mit dem in der Fachliteratur beschriebenen
hohen nosokomialen Potential des RT027 deckt [24,79,131]. Dennoch fanden sich in fast
jedem der RT027 Cluster ein oder mehrere Isolate von Patienten, welche Kkeinerlei
Kontaktpunkte wahrend ihres Aufenthaltes am UKS zueinander aufwiesen (Tab. 12). In diesen
Fallen scheinen ambulante Infektionen wahrscheinlicher. Zusammen mit der bereits
erwahnten Literatur [30,36,92] lassen die hier gewonnen Ergebnisse darauf schlie3en, dass
zwar vor allem nosokomiale Infektionen zur Verbreitung des RT027 beitragen, aber auch
ambulant erworbene Infektionen eine nicht zu vernachlassigende Rolle im klinischen Alltag
spielen.

Dialysebehandlungen Uber langere Zeitrdume sind schon langer als potenter
Ubertragungsweg von nosokomialen Keimen bekannt [3]. Auch werden sie immer wieder als
Quelle der Ubertragung von antibiotikaresistenten Keimen diskutiert und gelten als gesicherter
Risikofaktor fir eine Besiedelung mit C. difficile [33,75]. Bereits 2013 wurden chronische
Dialysen als einer von drei Hauptrisikofaktoren (neben einer stationaren Aufnahme und der
Verwendung von Corticosteroiden) fur eine Besiedelung mit C. difficile herausgearbeitet. Die
Odd’s Ratio fur eine Besiedelung mit C. difficile unter chronischen Dialysen betrug hierbei
3,09 [75]. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnten bei einem RT027 Cluster
drei Patienten (die Patienten RT027/28, RT027/29 und RT027/30) identifiziert werden, welche
Dialysepflichtig waren. Die ambulanten bzw. stationaren Dialysebehandlungen der Patienten
RT027/29 und RT027/30 Uberschnitten sich hierbei sowohl zeitlich, als auch raumlich (Abb. 8).
Die geringe STRD-Differenz, so wie die zeitlichen und raumlichen Kontaktpunkte der oben
erwahnten Patienten legen die Moglichkeit einer Ubertragung im Rahmen der teilstationaren
Dialysebehandlung nahe. Ein kiinftiges Monitoring von teilstationdren Dialysepatienten am
UKS konnte hier tiefere Erkenntnisse zum Ubertragungsrisiko von C. difficile in diesem Bereich
liefern.

AbschlieRend lasst sich fir RT027 zusammenfassen, dass die erhobenen Daten neben der
nosokomialen Ubertragung auch auf eine ambulante Verbreitung des RT027 hindeuten.
Besonders teilstationare Settings, wie etwa Dialysebehandlungen, sind potentielle
Infektionswege, denen bei zukunftigen Uberwachungsstudien erhéhte Aufmerksamkeit

eingerdumt werden sollte.
4.1.3 Verwandtschaftsbeziehungen und Bertihrungspunkte des RT046

In der C. difficile betreffenden Fachliteratur wurde die nosokomiale Transmissionstendenz von
Isolaten des RT046 bisher kaum behandelt. Ebenso machten Isolate des RT046 in den
Erhebungen der jingeren Vergangenheit nur eine Minderheit der CDI Falle aus [41,66].
Allerdings wird der RT mit einer erhdhten Resistenz gegeniber bestimmten Antibiotika in

Verbindung gebracht [96]. Da der Erreger in mehreren Schweinemastbetrieben mit
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Ausbruchsgeschehen in Verbindung gebracht werden konnte, besteht jedoch der Verdacht,
dass es sich um einen potentiell zoonotischen Erreger handelt [66,94,138]. Weiter wurden
vereinzelte Haufungen des RTSs, beispielsweise in Schweden beschrieben [94]. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit erwiesen sich lediglich zwei Isolate als genetisch im Bereich der
untersuchten VNTR identisch (Abb. 11). Die Aufarbeitung der Verlegungshistorie beider
Patienten ergab zwar keine direkten értlichen Berlhrungspunkte, aber eine zeitliche Nahe der
stationdren Aufenthalte (Abb. 12). In diesem Kontext muss allerdings der Altersunterschied
der Patienten erwahnt werden. Es handelte sich um einen pdadiatrischen und einen
geriatrischen Patienten. Auf Grund des groRRen zeitlichen Abstandes der Isolierung des
Erregers und des Fehlens jeglicher raumlichen Berlhrungspunkte (Abb. 12) erscheint eine
nosokomiale Ubertragung eher unwahrscheinlich. Diese Annahme ist in Einklang mit der
Literatur, in der RT046 Isolate bisher nur selten mit gréReren Ausbruchsgeschehen in
Verbindung gebracht wurden [28,29,105].

4.1.4 Verwandtschaftsbeziehungen und Bertihrungspunkte des RT106

Die Anzahl an Untersuchungen zum RT106 ist fiir Deutschland sehr Uberschaubar. In
mehreren internationalen Arbeiten wird jedoch auf eine starke lokale Relevanz
hingewiesen [22,113,123]. So spielt dieser RT vor allem im Vereinten Konigreich eine
gewichtige Rolle [123]. Ebenso waren Isolate des RT106 in jungeren Erhebungen in den USA
teilweise der am héaufigsten nachgewiesene C. difficile RT [22,113]. Bei den sechs im Rahmen
dieser Arbeit getesteten RT106 Isolaten, welche alle von stationdren Patienten des UKS
stammten, konnten mittels MLVA keine hohergradigen Verwandtschaftsbeziehungen
untereinander nachgewiesen werden (Abb. 13). Dementsprechend scheint ein breiter und
diverser Eintrag von auf3en als wahrscheinlich. Diese Ergebnisse decken sich mit der
Fachliteratur, in der diesem RT ein eher geringes nosokomiales Potential zugeschrieben wird
[28].
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4.2 Verwandtschaftsbeziehungen und Berihrungspunkte der von extern stammenden

Isolate

Insgesamt erwiesen sich 110 der 149 von Extern stammenden Isolate als verwandt und 69
der Isolate als klonal zu mindestens einem anderen Isolat. In einigen Fallen erwiesen sich zwei
oder mehrere Isolate als im Bereich der untersuchten VNTR genetisch identisch (31/149)
(siehe Anhang, Tab. 14). Vor allem die Isolate des RT027 erwiesen sich hierbei als genetisch
stark vernetzt. Dies deckt sich mit Literaturangaben, in welchen dem RT027 eine ausgepragte
Tendenz zum Clustering bestatigt wird [57]. Im Gegensatz zu den im UKS gesammelten
Isolaten konnten auf Grund der Limitierungen der Studie fur die von Extern eingesendeten

Isolate keine Verlegungshistorien erhoben werden.
4.2.1 RT027

Nachdem der RT027 im Jahre 2007 erstmals in Deutschland nachgewiesen wurde [64], sorgte
er fortwahrend fur fulminante Verlaufe von CDI und etablierte sich zunehmend
deutschlandweit [64]. Der bis zu obigem Zeitpunkt noch relativ unbekannte Isolattyp gewann
in den Folgejahren stetig an Relevanz im Kklinischen Alltag. Bereits 2008 zeigten
Arbeitsgruppen mogliche Zusammenhénge zwischen der zunehmenden Inzidenz schwerer
CDI und der wachsenden Verbreitung von RT027 in Deutschland [64,134]. Im Rahmen der
2012/2013 durchgefiihrten EUCLID Studie stellten RT027 Isolate mit 19% aller untersuchten
Isolate mit Abstand den verbreitetsten RT, sowohl in Europa, als auch in Deutschland, dar [29].
In der vorliegenden Arbeit erwiesen sich 67 der 119 Isolate des RT027 als klonal und 95 als
verwandt. Weiter konnten in 31 Fallen im Bereich der untersuchten VNTR genetisch nicht
unterscheidbare Isolate identifiziert werden (Abb. 6 und 14). Die hier beobachteten
ausgepragten Verwandtschaftsbeziehungen bestétigen den bereits in der Fachliteratur
beschriebenen Trend des RT027 zur ausgepragten Vernetzung [39,64,134]. Weiter stlitzen
sie auch die 2016 in der EUCLID-Studie aufgestellten Vermutungen fur Deutschland [29].
Unter anderem, dass sich der RT027 durch seine zunehmende Pravalenz und ausgepragte
Tendenz zur genetischen Vernetzung innerhalb Deutschland etablieren und zu einer
Verdrangung anderer RTs fuhren kénnte [28,29]. Erw&hnenswert sind hierbei die Ergebnisse
einer weiteren Untersuchung in Deutschland, die gezielt C. difficile Isolate untersuchte, welche
von Patienten mit osteoartikularen Verletzungen stammten [37]. Die mittels MLVA
betrachteten Verwandtschaftsbeziehungen in letzterer Studie ergaben, dass nur eine geringe
Anzahl der RT027 Isolate néahere genetische Verwandtschaft zueinander aufwiesen. Dies
steht im Gegensatz zu den hier erhobenen Zahlen. Dennoch weil3t die Mehrzahl von Arbeiten
auf die ausgepragte Tendenz des RT027 zur genetischen Vernetzung hin [28,29,39,64]. Vor
allem Arbeiten, welche Proben aus dem Vereinten Konigreich einschlossen, wiesen stark

ausgepragte Verwandtschaftsbeziehungen unter den RTO027 Isolaten auf [39]. Bei
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Erhebungen in England und Nordirland stellten sich 55% aller untersuchten RT027 Isolate als
ununterscheidbar oder hoch verwandt dar. Weiter wiesen die Isolate des RT027 ein wesentlich
starkeres Clustering auf, als dies bei allen anderen vorgefundenen RTs zu beobachten
war [39]. Innerhalb einer weiteren englischen Studie konnten unter den mittels MLVA
analysierten RT027 Isolaten insgesamt 68,2% der Isolate zu sieben héherverwandten Clustern
zugeordnet werden [38]. Dieses Phanomen wurde, ebenso wie in einer Untersuchung aus
Frankreich [32], auch in der hier vorliegenden Arbeit beobachtet. Der Umstand, dass sich
mehrere Cluster einzelnen Krankenhdusern, bzw. Stationen zuordnen lie3en, legt die
Vermutung nahe, dass die Bildung der Cluster durch nosokomiale Geschehen beglinstigt
wurde. Sollten sich diese Trends wie bisher fortsetzten, dirfte der RT027 auch in Zukunft einen
signifikanten Teil aller behandlungsbeditirftigen CDI in Deutschland und den Nachbarl&andern

ausmachen.
4.2.2 RT176

Isolate des RT176 wurden am NRZ erstmals 2013 beobachtet [13]. Davor fanden C. difficile
Isolate dieses RTs hauptsachlich in auf polnischem, bzw. tschechischem Gebiet
durchgefuhrten Arbeiten Erwahnung. Dort konnte der Erreger bereits 2008/2009 mit zwei
Ausbruchsgeschehen in der Region Mazovia in Verbindung gebracht werden [95]. In einer
2016 verdffentlichten Arbeit mit Fokus auf die Verbreitung diverser RTs auf dem Gebiet der
Tschechischen Republik lieBen sich 57,7% (n=64) der untersuchten Isolate dem RT176
zuordnen. Des Weiteren fiel in letzterer Studie eine hohe Anzahl an klonalen Clustern auf.
Obwohl diese nicht die Ausmal3e oder Haufigkeit der Vernetzungen des RT027 erreichten,
Uberstiegen sie doch bei weitem den Durchschnitt anderer RTs [107].

Im Vergleich hierzu stellten sich die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Isolate des RT176
als groRtenteils divers dar (Abb. 16). Dennoch lagen innerhalb von vier Clustern insgesamt 15
miteinander verwandte (15/30) und zwei klonale (2/30) Stamme vor. Das innerhalb der
verwandten Cluster eine starke regionale Haufung vorlag, deutet darauf hin, dass sich der
RT176 bereits in einigen Regionen Deutschlands etabliert hat. Dem Umstand geschuldet, dass
sich Isolate des RT176 mittels Ribotypisierung nur sehr schwer von lIsolaten des RT027
unterscheiden lassen, kdnnte der RT176 jedoch von vielen Laboren falsch klassifiziert worden
sein. Dies fiel im Rahmen vergangener Studien bereits mehrfach auf [119]. Die hier
gesammelten Daten lassen vermuten, dass es in Zukunft vermehrt zu Ausbriichen, einer
erhohten Inzidenz an CDIs oder sogar einem Replacement von bereits etablierten RTs in
Deutschland kommen kdnnte. Ursachen daflr, warum RT176 Isolate, &hnlich wie RT027
Isolate, eine erhdhte Tendenz zum lokalen Clustering aufweisen, kénnten in einer dhnlichen
genetischen Struktur der beiden RTs liegen, die mittels Ribotypisierung und anderer

Typisierungsverfahren nur schwer auseinandergehalten werden kdnnen. Um die genauen
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Hintergrinde dieses Umstandes zu ermitteln, dirften weitere Studien zu Struktur und

Verbreitungstendenzen beider RTs nétig sein.
4.3 Antibiotikaresistenz

Erreger mit unterschiedlichen Resistenzprofilen erfordern unterschiedliche
Behandlungsstrategien. Dementsprechend lassen sich aus Antibiotikaresistenztestungen und
der Erstellung von Erregerprofilen direkte Konsequenzen fir die empirische, klinische
Therapie ziehen [93]. Im Rahmen der Préavention und Behandlung von CDI kommt der
Umstand hinzu, dass eine antibiotikabedingte Zerstérung der natirlichen Flora des
Gastrointestinaltrakts eine Besiedelung durch C. difficile begtnstigt, bzw. deren Vermehrung
im Darm ermdglicht. Folglich verfigen Stamme, die Resistenzen gegeniber im Kliniksalltag
gebrauchlicher Antibiotika aufweisen, Uber einen relevanten Selektionsvorteil. Weiter kdnnen
durch die Kombination von Resistenztestungen und Genotypisierungsverfahren wertvolle
Informationen Uber die Pathogenitat und Verbreitung einzelner C. difficile Isolattypen
gewonnen werden [27]. So zeigt die Vergangenheit, dass Isolate, welche sich mittels MLVA
zu héherverwandten Clustern zusammenfassen lassen, haufig tber ahnlichen Eigenschaften,
wie beispielsweise einer Resistenz gegenuber Clindamycin verfiigen [31]. Betrachtet man
einzelne RTs von C. difficile, so fallt auf, dass diese ein sehr diverses Resistenzmuster
gegenlber Antibiotika aufweisen. Im Rahmen von Ausbruchsgeschehen wurde vermehrt von
Resistenzen gegentber Tetracyclinen, Erythromycin  und Beta-Laktam-Antibiotika
berichtet [117]. Des Weiteren liegen Untersuchungen vor, welche fiir einige RTs eine erhdhte
Resistenzhaufigkeit der Isolate gegentuber Clindamycin [58], bzw. Rifampicin und Moxifloxacin
bestatigen [42,118]. Im klinischen Alltag war die Behandlung der CDI, bis zur Einfihrung von
Fidaxomicin, in den meisten Fallen auf die Gabe von Metronidazol oder Vancomycin limitiert.
Beide Antibiotika stellen auch heute noch die Basistherapie der CDI dar [42]. Aktuelle Studien
berichten jedoch bei C. difficile bereits von Resistenzen gegen Metronidazol [6,20,101], sowie
vereinzelt gegen Vancomycin [1]. In der Praxis werden, trotz besserem Ansprechen der
meisten Patienten auf Metronidazol, Vancomycin und Metronidazol als gleichwertig
angesehen. Ausnahme bilden hierbei schwere CDI, bei welchen Vancomycin als Uberlegen
beschrieben wird [142].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Resistenzprofile von 202 Isolaten der RTs RTO15,
RT027, RT046, RT106 und RT176 gegenuber Clarythromycin, Rifampicin, Metronidazol,
Vancomycin und Moxifloxacin untersucht. Diese Antibiotika wurden ausgewahlt, da in jingerer
Vergangenheit ein gehauftes Auftreten entsprechender Resistenzen mit der Ausbreitung
hypervirulenter RTs in Verbindung gebracht wurde [42]. So wurde in den Jahren 2011-2014
unter der Leitung von Freeman et al. [42,43] mit der ,C difficile European Resistance® Studie

(ClosER-Studie) eine 3-jahrige, pan-europaische und multizentrische Uberwachungsstudie
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durchgefuhrt, um die Empfindlichkeit von C. difficile Isolaten gegentiber der zur Behandlung
der CDI genutzten Antibiotika zu identifizieren und longitudinal zu Uberwachen. Unter den aus
Deutschland eingesendeten Proben fanden sich dabei Isolate, welche unter anderem
Resistenzen gegen Metronidazol, Rifampicin und/oder Moxifloxacin aufwiesen. Resistenzen
gegen Vancomycin konnten in diese Studie keine festgestellt werden. Die in der hier
vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse decken sich weitgehend mit denen der ClosER-
Studie [42,43], sowie andern Arbeiten Zu Antibiotikaresistenzen von
C. difficile [6,20,31,52,58,68,96,101,118,133]. Ahnlich dem hier beobachteten Muster, wurden
bei RTO15 Isolaten bis dato Resistenzen gegen die getesteten Antibiotika meist als wenig
ausgepragt bis nicht vorhanden beschrieben [42,52]. Die hier getesteten Isolate des RT027
erwiesen sich nahezu alle als resistent gegenuber Clarithromycin (92%) und Moxifloxacin
(98%), was andernorts beschriebenen Erhebungen ahnelt [42,43,133]. Gleiches gilt fur die
eher geringgradige Ausprdgung von Resistenzen gegeniiber Metronidazol (7%) und das
Fehlen von Vancomycin-Resistenzen. Die ermittelte Verteilung der Resistenzmuster gleicht
somit dem in der ClosER-Studie und weiteren Erhebungen aus dem europaischen Raum
angegebenen Mustern [42,43,133]. Uberraschenderweise lieBen sich im Rahmen dieser
Arbeit fir RTO27 Isolate nur bei 35% der Isolate eine Resistenz gegenuber Rifampicin
feststellen, obwonhl diese in anderen Erhebungen unter den Isolaten dieses RTs als relativ weit
verbreitet beschrieben werden [42].

Die Ergebnisse der Resistenztestungen der RT046 Isolate decken sich mit Berichten lber
einen Ausbruch in Polen [96]. Dort erwiesen sich die meisten der dem RT046 zugeordneten
Isolate als resistent gegeniiber Moxifloxacin und Rifampicin. Auch stimmen die ermittelten
Profile mit denen der ClosER-Studie Uberein. Das in der ClosER-Studie als neuer Vertreter
der Makrolidantibiotika untersuchte Fidaxomicin erwies sich im Gegensatz zu dem hier
untersuchten Clarithromycin allerdings in den meisten Fallen noch als wirksam [42]. Unter den
hier untersuchten Isolaten fielen hingegen sowohl beim RT046 als auch bei anderen RTs
gesteigerte Resistenzmuster gegen Clarithromycin auf (Tab. 11).

Interessanterweise unterscheiden sich die hier erzielten Resistenzmuster der RT106 Isolate
von anderen Arbeiten. Dort wird gelegentlich von einer erhéhten Resistenzhaufigkeit des RTs
gegen Metronidazol, Clindamycin [42], bzw. weiterer Antibiotika berichtet [133]. Diese
Diskrepanz kénnte sich aus der geringen Anzahl der in dieser Arbeit untersuchten RT106
Proben ergeben (n = 6).

Die hier untersuchten RT176-Isolate wiesen eine hohe Resistenzhaufigkeit gegeniber
Fluorchinolonen (Moxifloxacin) und Makroliden (Clarithromycin) auf. Resistenzen gegentber
den zur CDI Therapie eingesetzten Antibiotika Metronidazol und Vancomycin fanden sich
hingegen nicht. Dieses Resistenzmuster deckt sich weitgehend mit den fur diesen RT in

anderen Arbeiten ermittelten Mustern [68,107]. Uberraschenderweise konnte jedoch nur bei
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~16% der hier untersuchten RT176-Stamme eine Resistenz gegeniiber Rifampicin beobachtet
werden, wahrend in Tschechien (mit etwa 65-90%) eine deutlich héhere Anzahl an Stammen
als resistent gegen Rifampicin beschrieben wurden [68,107]. Ob sich diese Differenz aus
geographischen Standortfaktoren oder Unterschieden unter den jeweils heimischen Stammen
ergeben, ist durch weiterfihrende Untersuchungen zu klaren.

Vor allem im Hinblick auf Berichte der jungeren Vergangenheit Uber die vermehrte
Resistenzentwicklung unter C. difficile Stammen [1,6,20,101] sollte auch weiterhin ein
konstantes Monitoring erfolgen, um eine evidenzbasierte antimikrobielle Therapie der CDI zu

ermoglichen.
4.4 Limitierungen der Studie

Aufgrund ihres Aufbaus und der angewendeten Verfahren weist die vorliegende Studie einige
Limitierungen auf. Da die gesamte Studie am NRZ fur C. difficile in Homburg durchgefihrt
wurde, war es nur moglich, auf die Verlegungshistorien der am UKS behandelten Patienten
zuzugreifen. Eine Auswertung der Verlegungshistorien der extern behandelten Patienten war
nicht moéglich. In Hinblick auf die RTs RT015, RT046 und RT106 konnte im Rahmen des
Studienzeitraums nur eine geringe Anzahl an Proben gesammelt werden (siehe Anhang,
Tab.13). Durch die Gberschaubare Anzahl an Proben ist die Aussagekraft in Hinblick auf das
Clustering der Isolate und die relative Haufigkeit der Antibiotikaresistenzen somit gewissen

Einschrankungen unterworfen.
4.5 Fazit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Isolaten
einer Auswabhl an klinisch relevanten RTs mittels MLVA dargestellt werden. Die MLVA erwies
sich hierbei als valides Werkzeug zur Subtypisierung von C. difficile Isolaten. Allerdings erwies
sich die von anderen Laboren bereits beschriebene Typisierung des RTO078 per MLVA [7], als
fur mich nicht replizierbar. Bei sdmtlichen erfolgreichen Typisierungen erlaubte die MLVA ein
hohes Mali an Diskrimination bei der Subtypisierung. Dementsprechend scheint sie
insbesondere zur Aufarbeitung von Ausbruchsgeschehen besser geeignet zu sein als die in
vielen Laboren noch standardmafiig genutzte Ribotypisierung. Die MLVA ermdglichte es,
Aussagen uber die genetische Vernetzung und die Tendenz zum Clustering der einzelnen RTs
zu treffen. Insgesamt konnten fir den RT027 und den RT176 mehrere Isolate zu genetisch
hoher verwandten Clustern zusammengefasst werden. Diese lieRen sich fir das UKS bzw.
Deutschland einzelnen Stationen, bzw. geographischen Regionen zuordnen. Die Ergebnisse
stitzen die bereits an anderen Stellen fir den europdischen Raum und Deutschland
erhobenen Daten zur Epidemiologie von C. difficile und den hypervirulenten RTs. Aul3erdem
legen sie den Schluss nahe, dass sich die fir Europa bzw. Deutschland beobachteten Trends

betreffend der genetischen Vernetzung von C. difficile und speziell den hypervirulenten RTs
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auch in naher Zukunft weiter fortsetzen. Vor diesem Hintergrund erbrachten die
aufgearbeiteten Patientenhistorien in Verbindung mit den Ergebnissen der MLVA
tiefergehende Einblicke in das Ubertragungsverhalten sowie die Verbreitungstendenzen von
C. difficile am UKS. Wiewohl diese Ergebnisse nosokomiale Geschehen im Rahmen
stationarer Klinikaufenthalte als wahrscheinlichen Hauptlbertragungsweg von C. difficile
vermuten lassen, ergaben sich zusatzlich Hinweise auf alternative Verbreitungswege.
Besonders seien hier teilstationare Dialysebehandlungen und der ambulante
Ubertragungsweg erwahnt. Tiefergehende Untersuchungen auf diesem Gebiet konnten
zuklnftig von hoher Relevanz fur den klinischen Alltag sein. In Anbetracht der teils fulminanten
Krankheitsverlaufe der CDI erscheint es sinnvoll, die epidemiologischen Entwicklungen am
UKS und in Deutschland auch weiterhin zu Gberwachen.

Samtliche Isolate der RTs RT015, RT046 und RT106 stellten sich als so divers dar, dass sich
ihr Vorkommen am UKS wahrscheinlich durch einen breiten Eintrag von auf3en erklaren lasst.
Diese Vermutung wird durch die fur die Isolate dieser RTs ergebnislos verlaufenden
Auswertungen der betreffenden Verlegungshistorien bekraftigt.

Das Auftreten von Isolaten des RT176 erwies sich fiir Deutschland von eher sporadischer
Natur. Allerdings deuten die regionalen Cluster ndher verwandter RT176 Isolate auf eine
mogliche Etablierung dieses RTs in einigen Regionen Deutschlands hin. Eine Erhdhung der
Inzidenz von durch RT176 Isolate ausgeldsten CDIs oder sogar eine Verdréangung etablierter
RTs scheint mdglich.

Im Rahmen der Auswertung der Resistenzprofile fielen bei den RTs RT027, RT046 und RT176
erhdhte Resistenzhaufigkeiten gegen Rifampicin, aber vor allem gegen Clarithromycin und
Moxifloxacin auf. Dies unterstreicht die Wichtigkeit eines restriktiven Antibiotikaverbrauchs,
insbesondere da Antibiotikaresistenzen fir C. difficile sowohl einen wichtigen Selektionsfaktor
darstellen, als auch in der Antibiotikatherapie oftmals der fuhrende Ausloser einer CDI liegt.
Resistenzen gegentber den zur Therapie der CDI eingesetzten Antibiotika, wie zum Beispiel
Metronidazol, fanden sich nur bei RT027 Isolaten und dies auch nur in sehr wenigen Féllen.
In Hinblick auf das CDI Therapeutikum Vancomycin konnte bei keinem RT eine Resistenz
nachgewiesen werden, so dass mit diesem Antibiotikum zumindest in absehbarer Zeit noch
ein effektives Mittel zur Behandlung der CDI zur Verfligung steht.

Mit Blick auf die Zukunft ist anzunehmen, dass sowohl die klinische als auch epidemiologische
Relevanz der hypervirulenten RTs sowohl am UKS, als auch in Deutschland in den nachsten
Jahren noch weiter ansteigen werden. Viele der in der Fachliteratur beobachteten Trends zur
Vernetzung der C. difficile Isolate bei bestimmten RTs konnten im Rahmen dieser Arbeit
bestétigt werden. Vor diesem Hintergrund sind fortlaufende Erhebungen und ein
flachendeckendes Monitoring von C. difficile Isolaten auf Kliniksseite wie nationaler Ebene

empfehlenswert.
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5. Anhang

Tabelle 13: Einsenderstationen von aus dem UKS stammenden Isolaten

Station Gesamt RTO15 RTO027 RTO046 RT106 | RT176
Stationen far | 17 5 9 3 0 0
Hamato-Onkologie

Stationen for | 13 6 4 2 1 0
Gastroenterologie

Stationen fur | 6 0 6 0 0 0
Kardiologie

Stationen fur | 6 1 5 0 0 0
Nephrologie

Stationen fur | 5 1 2 1 1 0
Pneumologie

Stationen fur | 9 1 7 0 0 1
Allgemeinchirurgie

Stationen fur | 5 0 4 1 0 0
Unfallchirurgie

Stationen fur Herz-| 3 1 1 0 1 0
/Thorax-Chirurgie

interdisziplinare 6 2 3 1 0 0
Notaufnahme

gynakologische 1 0 1 0 0 0
Stationen

Stationen fur HNO 3 0 0 0 0
dermatologische 0

Stationen

neurologische 2 0 2 0 0 0
Stationen

orthopadische 1 1 0 0 0 0
Stationen

padiatrische Stationen | 5 0 1 3 0
urologische Stationen | 2 0 1 1 0 0
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Tabelle 144: Zusammenfassung der MLVA-Typisierung. Identische Isolate wurden in der Form 2x2 aufgelistet.

Zu lesen: ,Zwei mal zwei jeweils zueinander identische Isolate*.

Ribotyp Anzahl Anzahl Anzahl klonaler | Anzahl
analysierter verwandter Isolate identischer
Isolate Isolate Isolate
RTO015 22 3 (13,7%) 0 (0%) 0 (0%)
RT027 47 33 (70,2%) 15 (31,9%) 2x2 (8,5%)
(intern)
RT027 119 95 (79,8%) 67 (56,3%) 12x2(20,2%),
(extern) 1x3 (2,5%), 1x4
(3,4%)
RT046 10 0 (0%) 0 (0%) 2 (2%)
RT106 6 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
RT176 30 15 (50%) 2 (6,7%) 0 (0%)
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