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Zusammenfassung

Clostridium difficile ist nach 3-5 Tagen Krankenhausauf-
enthalt der bedeutendste Erreger fir infektiése Durchfall-
erkrankungen und die am hé&ufigsten diagnostizierte
Ursache von Durchféllen. Die Epidemiologie der
Clostridium difficile assoziierten Durchfalle (CDAD)
beginnt sich zu andern. Gehéaufte Infektionen werden
heute nicht mehr nur im Krankenhaus, sondern auch im
Bereich der niedergelassenen Arzte gefunden und auch
andere Medikamente neben den Antibiotika kommen als
Ausléser in Betracht. Ab dem Jahr 2002 wurden
zunachst in Nordamerika Ausbriiche mit einer héheren
Anzahl an fatalen Verlaufen beschrieben. Aus Kanada
wird berichtet, dass die Mortalitat in der klassischen
Gruppe der Uber 60-jahrigen Patienten steigt, aber auch
jingere Menschen an schweren Verldufen erkranken.
Ursachlich in Zusammenhang mit diesen Ausbriichen
wird ein  Fluoroquinolon-resistenter, hypervirulenter
Clostridium difficile Stamm gebracht, der unter der
Bezeichnung Ribotyp-027 im April 2007 erstmals auch in
Deutschland isoliert werden konnte. Die Ausbreitung die-
ses hypervirulenten Stammes auf die Bundesrepublik ist
im Gange, so dass absehbar scheint, dass sich nicht nur
Inzidenz und Schweregrad CDAD in Deutschland erhd-
hen wird, sondern auch bei uns zunehmend jingere Per-
sonen betroffen sein werden. Das Robert-Koch-Institut
hat auf diese Verédnderungen mit einer Verscharfung der
Meldepflicht der CDAD reagiert. Im vorliegenden Artikel
werden historische sowie aktuelle Aspekte des Keims
Clostridium difficile und seiner Toxine mit Fokus auf Diag-
nose, Therapie und HygienemaBnahmen gegenliber dem
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Krankheitserreger zusammengefasst. Als Erfahrungsbe-
richt aus unserer nun 10-jahrigen C. difficile-Konsiliarta-
tigkeit in Deutschland flr das RKI werden haufig gestellte
Fragen diskutiert.
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Abstract

Following 3-5 days of hospital stay, Clostridium difficile
is the most frequent causative agent of infectious diar-
rhea with high rates of diagnosis. Currently, the epide-
miology of Clostridium difficile associated diarrhea
(CDAD) is beginning to change. Outbreak is no longer
exclusively allocated to the hospital environment, but is
also seen in outpatients with increasing incidence. Fur-
ther, in addition to antibiotic medication inducing the
majority of cases, other medications are now known to
cause CDAD. Since 2002, severe outbreaks were report-
ed in North America, and in Canada an increased mor-
tality for the typical over 60-year-old patient was found,
with even younger patients suffering from fatal causes of
the disease. There is a belief in the literature that medi-
cation with modern Fluoroquinolones may be a driver of
hypervirulent isolates, which are classified 027-ribotype
strains. First isolated in April 2007, in an outbreak in Ger-
many, the spread of these hypervirulent strains is now
ongoing in Germany. It seems obvious that not only the
incidence and the severity of the disease in Germany will
increase, but that the group of younger patients will sim-
ilarly be affected. The German National Health Institute
(RKI, Robert-Koch Institute, Berlin, Germany) has
responded to this challenge with the obligation to report
cases of 027-ribotype infection and the obligation to
report fatal/severe cases. The present article focuses on
historical aspects of Clostridium difficile and its toxins,
and summarizes data on diagnosis, therapy and hygiene
to manage the disease. Based on 10 years experience in
our laboratories as the German consultant for Clostridi-
um difficile and its diseases, we further comment on fre-
quently asked questions from everyday practice.
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Antibiotika - ein Segen!

Antibiotika sind zweifelsohne segensreich, sie haben die
Sterblichkeit an Infektionserkrankungen im vergangenen
Jahrhundert drastisch gesenkt. Manch einer aus der
Elterngeneration wére heute nicht mehr am Leben, ohne
die effektiven Antibiosen, die geholfen haben, selbst
schwerwiegende bakterielle Infektion zu Uberstehen.

Heute wei man aber auch, dass Antibiotikatherapien
mit deutlichen Komplikationen verbunden sein kdnnen.
Dabei handelt es sich um die spezifischen pharmakolo-
gischen Nebenwirkungen der jeweiligen Substanzen
sowie die generelle Nebenwirkung, die in der Selektion
resistenter Keime beruht — eine zunehmende Bedrohung
des medizinischen Alltags, aber auch um Nebenwirkun-
gen, die fast alle Antibiotika hervorrufen, wie etwa Durch-
félle im Gefolge der Therapie.

Eine der bekanntesten generellen Nebenwirkungen
besteht heute in der Ausprégung eines Clostridium diffi-
cile assoziierten Durchfalls (CDAD) oder deren fataler
Form, der Pseudomembrandsen Colitis (PMC) [1]. Seit
September 2007 treten auch in Deutschland geféhr-
lichere Varianten der Erreger auf, so dass C.difficile-Er-
krankungen vom Arzt und von den Patienten heute zu
Recht als bedrohliche Erkrankung wahrgenommen
werden.

Der vorliegende Artikel verfolgt das Ziel, historische
und aktuelle Aspekte des Keims C. difficile, seiner Toxine

Tabelle 1

sowie Fragen zur Diagnose, Therapie und Hygiene-
maBnahmen zusammenzufassen.

Die Entdeckung der Erkrankung

Ende der 1970er Jahre schlichen sich Clostridium diffi-
cile-Infektionen mit der Einflihrung einer neuen Sub-
stanzklasse in den klinischen Alltag ein. Die Antibiose mit
Clindamycin war mit massiven Nebenwirkungen verbun-
den, die mitunter zu schwerwiegenden Erkrankungen der
behandelten Patienten flhrten. Massive Durchfélle traten
auf, die im Extremfall im klinischen Bild der Pseudomem-
brandsen Colitis miindeten [2, 3]. Der Zusammenhang
mit der Clindamycinbehandlung war derart offensichtlich,
dass das Krankheitsbild den Namen ,Clindamycin asso-
ziierter Durchfall“ erhielt [2, 3]. Bis heute z&hlt das Anti-
biotikum zu den potentesten Induktoren der C. difficile
Erkrankungen (Tabelle 1).

Auf der Suche nach den Ursachen ,,Clindamycin asso-
ziierter Durchfalle“ wurde beobachtet, dass Uberstiande
des Stuhls von symptomatischen Patienten auf kultivier-
ten Zellen einen zytopathischen Effekt austibten. Wegen
der typischen Zellabrundung wurde initial an eine Vi-
ruserkrankung gedacht, doch stellte sich schnell heraus,
dass die Aktivitat nicht Uber Zellpassagen propagiert
werden konnte. Man dachte dann an ein toxisches Ge-
schehen, und als schlieBlich die schadigende Wirkung
der Uberstande durch ein Antiserum gegen Clostridium-
sordellii Toxine verhindert werden konnte [4], wurde Klar,
dass die Erkrankungen durch die Toxinbildung von Clos-
tridien hervorgerufen werden [5]. SchlieBlich wurde
Clostridium difficile als Erreger und Produzent von zwei
Toxinen identifiziert, die die Erkrankung verursachen [6,

AAD nach C. difficile Erkrankung und aus anderer Ursache=.

Charakteristika CDAD

Durchfall anderer Ursache

Héufigste Antibiotika
Penicilline

Anamnese

Klinisches Bild
Durchfall

Ergebnisse Computertomographie
oder Endoskopie
Komplikationen

Clindamycin, Cephalosporine, Fluorochinolone,

Ublicherweise keine Antibiotika-Unvertréglichkeit

oft floride Durchfélle; Zeichen der Kolitis mit
Krampfen, Fieber, und Leukozyten im Stuhl
h&ufig Hinweise auf Kolitis (nicht aber Enteritis)

Hypoalbuminaemie, Anasarca, toxisches

Clindamycin, Cephalosporine, oder
Amoxicillin- Clavulansaure

Oftmals eine Vorgeschichte von
Durchfallen nach Antibiotikagabe

Normal keine massiven Durchfille,
keine Zeichen der Kolitis
Ublicherweise normal

Selten Falle der Dehydratation

Megakolon, Riickfalle nach Metronidazol oder

Vacomycintherapie

C. difficile Toxin Testung Positiv Negativ
Epidemiologie Epidemisch oder endemisch in Krankenh&usern Sporadisch
oder Pflegeeinrichtungen
Behandlung

Sistieren der Antibiose
steigernd
Kontraindiziert
Prompte Wirkung

Antiperistaltische Mittel
Orales Metronidazol/Vancomycin

Kann sistieren, oft aber anhaltend oder sich

In der Regel abklingen

Oftmals sinnvoll
Nicht indiziert

amodifiziert nach Bartlett, 2002.
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7]. Mit zunehmender Datenlage, die belegte, dass neben
Clindamycin auch andere Antibiotika als Verursacher der
Durchfélle in Frage kamen, wurde die Erkrankung in AAD
(Antibiotika-assoziierter Durchfall) gedndert.

Heute werden die durch Clostridium difficile induzier-
ten Durchfallerkrankungen als CDAD (Clostridium difficile
assoziierter Durchfall) bezeichnet [8, 9]. Mit dieser
Bezeichnung wird betont, dass es sich bei dem Krank-
heitsbild um Durchfélle handelt, die von C. difficile und
keinem anderen Erreger ausgeldst werden (Tabelle 1).
Etwa 10 bis 20% der nach Antibiotika auftretenden
Durchfélle, aber die Uberwiegenden Anzahl der Kolitiden
sind auf eine C. difficile Infektion zurtickzufiihren [10].
Aufgrund der Beobachtung, dass C. difficile Durchfalle
auch im Gefolge von Behandlungen mit Medikamenten
jenseits von Antibiotika auftreten, wie zum Beispiel durch
Protonenpumpeninhibitoren [11, 12], wurde der Verweis
auf die Antibiose aus dem Kurzel gestrichen.

Die hypervirulenten Isolate

Seit wenigen Jahren treten nun neue Stamme auf,
zundchst in Kanada und den USA [13, 14], dann aber
auch Ubertragen auf Europa [15]. Die Stdmme zeichnen
sich durch erhdhte Virulenz aus. Anders als bisher er-
kranken selbst jingere gesunde Erwachsene mitunter
schwer [16], und unter &lteren Patienten wird eine
erhdhte Letalitatsrate beschrieben [12, 13].

Versuche, die verursachenden Keime zu charakterisie-
ren, mindeten in einem Mosaik von Ziffern und Buch-
staben, die auf eine Vielfalt von Typisierungsmethoden
zurlickzufuhren sind. Kaum ein Labor beherrscht gleich-

Ribotypisierung

tcdA & tcdB

Deletion in fcdC

Bindres Toxin

Llilusmeir

Abbildung 1

zeitig mehrere dieser Methoden. Nach Charakterisierung
der ribosomalen r-RNA handelt es sich um den Typ 027,
die Analyse durch Restriktionsendonukleasen liefert die
Klassifizierung NAP1/2, in der PFGE (Pulsed field gel
electrophoresis) zeigt sich ein B1 Muster und bei
Betrachtung des Typs der Toxine findet sich die Klassi-
fizierung Toxinotype Il [13, 14].

Zusammengefasst handelt es sich bei den hyperviru-
lenten C. difficile Erregern um Ribotyp 027, REA-NAP1/
2, PFGE-B1 und Toxinotyp Il Stdmme. Da die
Typisierungen nicht eineindeutig sind, es auch ,normale
027% Erreger, oder Toxinotyp Ill Isolate abseits des 027
Ribotypen gibt, reicht die einzelne Typreaktion nicht flr
die Klassifizierung der Isolate aus. Um ,normale Erreger*
von hypervirulenten abzugrenzen, muss auf Besonder-
heiten der hypervirulenten Erreger zurlickgegriffen wer-
den. Sie weisen ein bestimmtes Muster an spezifischen
Genen auf (Abbildung 1). Drei Toxingene missen nach-
gewiesen werden, das tcdA und das tcdB Gen, die flr
das Enterotoxin TcdA und das Zytotoxin TcdB kodieren,
sowie das Genpaar cdtA/B, das die Information flr das
binédre Toxin CdtA/B trégt. Darliber hinaus ist das regu-
latorische Gen tcdC in hypervirulenten Stammen regel-
maBig durch Deletion verkdrzt.

In Deutschland sind wenige spezialisierte Laboratorien
auf die Diagnosestellung eingerichtet. Von den Typisie-
rungsmethoden wird vornehmlich die Ribotypisierung
und gegebenenfalls die PFGE eingesetzt. In unserem
Labor erfolgt nach Isolierung des Erregers die Befundung
innerhalb von 3 bis 5 Tagen.

Fir die USA werden Zahlen Uber die Haufigkeit von
CDAD Erkrankungen angegeben. Danach traten in der
Zeit von 1987 bis 1998 in Einrichtungen, die an dem

¥ 027 & res: Fluoroch./Ery

¥ tedA/B pos

(R T

¥r tcdC deletiert

¥r cdtA/B pos

Ribotypisierungsmuster und partielle Genotypisierung von klinischen Isolaten.

Das Bild zeigt die Auftrennung von PCR-Amplifikaten im Agarose Gel. Die Angaben links geben die Zielsetzung des Versuchs an;
rechts ist die Interpretation der Versuche angefiihrt, die sich speziell auf die Proben 2, 6 und 11 beziehen, bei denen sich das Muster
des hypervirulenten 027 Ribotyps zeigen lasst. Bei der Proben in den Spuren 4,7,8,10,11 handelt es sich um Ribotyp 001 Stamme,
die im untersuchten Krankenhaus als zweiter endemischer Stamm auftraten. Auch diese Isolate waren Erythromycoin und Moxifloxacin
resistent, auch unter diesen Patienten wurden fatale Verlaufe beobachtet; das Isolat in Spur 5 enthélt keines der drei (vier) Toxingene

und ist atoxinogen (d.h apathogen)!
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nationalen Uberwachungsprogramm von Infektions-
krankheiten teilnehmen, 12,2 Falle pro 10.000 Patienten-
tage auf [16]. In den USA werden fiir den stationdren
Gesundheitssektor jedes Jahr etwa 3 Millionen Félle
gemeldet, in der freien Praxis ca. 20.000 [17].

Im Quebec Ausbruch in Kanada 2004 stieg die Inzi-
denz der Erkrankung von 35,6 (1991) auf 156,3 Falle
(2003) pro 100.000 Einwohner, verbunden mit einem An-
stieg der Mortalitétsrate von 4,7% (1991) auf 22% (2004)
[18]. Fur Patienten mit einer CDAD wird in zwei Berichten
eine Verlédngerung der Liegezeit um 18,0 bzw. 16,6 Tage
angegeben [19, 20]. Suneshine und MacDonald [16]
zitieren Arbeiten, die die Kosten pro CDAD-Patient auf
3669 bis 7234 Dollar beziffern. Diese Zahlen verdeutli-
chen den erheblichen wirtschaftlichen Schaden, den die
Erkrankungen durch C. difficile bewirken. Die so erzeug-
ten ,stillen Kosten“ diirfen bei Uberlegungen tber die
Kosten fur der Diagnose und Therapie der CDAD nicht
unberilcksichtigt bleiben und missen als Information bei
der Beurteilung der betriebswirtschaftlichen Bedeutung
der CDAD (nicht nur im (eigenen) Krankenhaus) fir das
Gesundheitssystem  angemessen  Berlicksichtigung
finden.

Aktuelle Bedrohung fiir Deutschland

Seit dem Nachweis eines Ausbruchs mit hypervirulenten
Erregern im Raum Trier im September 2007 [21], bzw.,
wie sich erst spater herausstellte, erstmals im April 2007
[22], haben wir als Konsiliarlabor hypervirulente 027
Ribotyp Isolate in Proben aus Rheinland-Pfalz, Saarland,
Hessen, Nordrhein-Westfalen und Baden-Wurttemberg
gefunden (Daten bis April 2008). Das bedeutet, dass die
hypervirulenten C. difficile Erreger des Ribotyps 027 in
Deutschland prasent sind. Wie bereits angefiihrt, sind so
neben den Uber 65-jédhrigen auch jingere Patienten (d.h.
auBer kleinen Kindern alle Altersgruppen) einem erhohten
CDAD-Risiko ausgesetzt.

Das Robert-Koch-Institut hat mit einer Anpassung des
Meldewesens auf diese erhéhte Gefahrdung reagiert
[28]. Fur C. difficile Erkrankungen wurde die im Vorfeld
der Ereignisse vom September 2007 bereits von Exper-
ten intensiv diskutierte Meldepflicht eingeflihrt.

Eine namentliche Meldepflicht [Meldepflicht] an das
Gesundheitsamt besteht bei gehauftem Auftreten von
akuter infektioser Gastroenteritis nach § 6 Abs 1 No 2b
sowie bei schwerwiegenden C. difficile Erkrankungen
nach §6, Abs. 1, Nr. 5a des Infektionsschutzgesetzes.
Das Robert-Koch-Institut definiert den Nachweis des
Ribotyps 027 und/oder die Erflllung eines der folgenden
vier Kriterien als schwerwiegende Erkrankung:

1. Notwendigkeit einer Wiederaufnahme aufgrund einer
rekurrenten Infektion.

2. Verlegung auf eine Intensivstation zur Behandlung der
CDAD oder ihrer Komplikationen.

3. Chirurgischer Eingriff (Kolektomie) aufgrund eines
Megakolon, einer Perforation oder einer refraktéren
Kolitis.

4. Tod innerhalb von 30 Tagen nach Diagnosestellung
und CDAD als Ursache oder zum Tode beitragende
Erkrankung.

Eine nicht namentliche Meldepflicht besteht ferner
nach § 6 Abs. 3 IfSG bei gehauftem Auftreten von noso-
komialen Erkrankungen, wie es die C. difficile-Erkran-
kung ist.

Clostridium difficile — der Keim
Historisch-difficile!

Historisch ist der erste dokumentierte Fall auf das Jahr
1893 zu datieren [24]. Der Erregernachweis gelang erst-
mals 1935 [25]. Seinerzeit zeigte sich das Bakterium als
schwierig in der Anzucht, weshalb es die Bezeichnung
schwierig (difficile) erhalten hat. Heute bedient man sich
der CCF-Selektivplatten nach George [26], die Cyclose-
rin und ein Cephalosporin sowie Fruktose als fermentier-
baren Zucker enthalten. In kommerziellen Platten fehlt in
der Regel das Taurocholat (wirkt nur als Reinsubstanz in
p.a.-Qualitat!), das das Wachstum vegetativer Bakterien
aus den Sporen fordert. Auf CCF-Platten zeigt C. difficile
ein charakteristisches Wachstum (Abbildung 2) und einen
typisch-unangenehmen ,difficile“-Geruch nach p-Kresol
(Pferdestall).

Gelegentlich wird den Platten Blut zugesetzt, da auch
C. perfringens auf den CCF-Platten wachsen kann,
C. difficile aber nicht dessen typische Hamolyse auf-

Abbildung 2 Typisches Wachstum von Clostridium difficile auf
CCF-Agar.

C. difficile wéchst leicht grau durchscheinend auf den Selek-
tivplatten nach George. Die KoloniegroBe ist heterogen, oft zei-
gen sich Kolonien mit Ausfransungen am Rand. Der Geruch ist
typisch und weist zusammen mit der Gramférbung den Weg
zur Verdachtsdiagnose C. difficile.
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Abbildung 3 Clostridium difficile in der Gram-Farbung.
C. difficile ist ein zierliches (nie plumpes, kastenférmiges) Stab-
chenbakterium, dass sich Gram positiv anfarbt; es erinnert an
Bacillus, ist aber nie ,Gram-getigert” und wéachst nicht aerob wie
Bacillen; die Léange der Bakterien ist nicht einheitlich und kann
von Isolat zu Isolat schwanken.

weist. Fur C. difficile spricht die zierliche Form der nach
Gram geférbten Bakterien (Abbildung 3), mit deren Hilfe
eine Abgrenzung vom plumpen C. perfringens leicht
moglich ist.

Charakteristika

Wie andere Clostridien ist C. difficile ein Gram-positives
Stabchenbakterium, das anaerob wé&chst und Sporen
ausbilden kann. Der Erreger wéchst nicht unter aeroben
Bedingungen, stirbt aber wegen der einsetzenden Spo-
renbildung unter Sauerstoffeinfluss auch nicht sofort ab.
Typisch fiir Clostridien ist die Produktion von Toxinen und
C. difficile ist hier keine Ausnahme.

Man unterscheidet C. difficile 1solate, die Toxine pro-
duzieren von solchen, die das nicht konnen. Toxinfreie
C. difficile-Isolate sind generell ungefahrlich. Fir solche
Bakterien wurde sogar beschrieben, dass sie vor Besied-
lung mit ihren gefahrlichen, toxintragenden Geschwistern
schitzen kénnen [27]. Die Aussage, es liege ein atoxi-
nogenes C. difficile-Isolat vor, bezieht sich heute auf das
Fehlen aller drei oben erwéhnter Toxingene tcdA, tcdB
und cdtA/B (bzw. der entsprechenden Proteine) [28].

Erkrankung nur durch toxische Erreger

Es bedarf der Besiedlung mit Enterotoxin TcdA und/oder
Zytotoxin TcdB produzierenden C. difficile-Erregern,
damit der Mensch erkrankt. Eine solche Besiedlung wird
abhangig vom Umfeld und der jeweiligen Studie in ca. 3
bis 5% der asymptomatischen Normalbevdlkerung fest-
gestellt. Die Besiedlungsrate steigt auf bis zu 20%,
sobald man stationér eingewiesen wird [16].

Der Keim wird auf klassische Weise nosokomial, d.h.
im Krankenhaus, Ubertragen. C. difficile ist in Patienten-
zimmern praktisch (berall zu isolieren. Die Ubertragung

erfolgt fékal-oral, durch entsprechende Vorsichts-
maBnahmen ist die Infektkette zu durchbrechen. Rigs et
al. [29] konnten zeigen, dass asymptomatische Trager
von epidemischen, aber auch nicht-epidemischen Stam-
men zur Ausbreitung der Keime in Pflegeeinrichtungen
beitragen kénnen. Vorausgehende C. difficile-Erkrankun-
gen und kurzliche Antibiotikatherapie erhdhen die Wahr-
scheinlichkeit der Tréagerschaft.

Die Besiedlung allein ist jedoch nicht mit einer symp-
tomatischen Infektion gleichzusetzen. C. difficile ist ein
fakultativ pathogener Keim, dessen kultureller Nachweis
allein nicht den Beweis einer Erkrankung erbringt!

Die 3-bis-5-Tage-Regel

Beim Auftreten von Symptomen im Krankenhaus gilt die
generelle Regel, dass Durchfélle, die 3 bis 5 Tage nach
Krankenhauseinweisung erstmalig auftreten, und bei
denen keine offensichtliche Exposition gegentber ande-
ren klassischen Durchfall-Bakterien oder Viren im Kran-
kenhaus anzunehmen ist, in erster Linie auf C. difficile als
Verursacher zurlickzufihren sind! [30].

Toxine - die Hauptpathogenitéatsfaktoren von
C. difficile

Unser Labor hat sich seit vielen Jahren auf die Erfor-
schung der Pathogenitatsfaktoren spezialisiert, die die
Erkrankungen als Folge von C. difficile-Infektion auslo-
sen, und war an der Erhebung einer Reihe von grundle-
genden Erkenntnissen beteiligt.

Der Pathogenitéatslokus PalLoc

Das Krankheitsbild wird wesentlich durch die beiden
Haupttoxine TcdA und TcdB bestimmt. Stdmme, die
diese Toxine nicht exprimieren, 16sen keine Erkrankung
aus. Die Rolle des binéren Toxins CdtA/B [31] fur die Er-
krankung ist weitgehend ungeklart.

Die Toxingene tcdA und tcdB finden sich regelmaBig
in Gesellschaft von drei weiteren Genen in einem
Genabschnitt, der heute weltweit als PaLoc (Abbildung
4) bezeichnet wird [32]. Atoxinogene C. difficile-Isolate
tragen anstelle des 19.6 Kilobasenpaare (kb) groBen
Paloc einen Sequenzabschnitt von lediglich 115 bp [32].

Der Paloc zeigt eine Reihe von Eigenschaften, wie sie
ansonsten nur fir echte Pathogenitatsinseln von Bakte-
rien beschrieben werden [33]. Er enthalt zuséatzlich zu
den Toxingenen zwei regulatorische Elemente, den Anti-
sigmafaktor TcdC und den Sigmafaktor TcdR (urspriin-
glich als TcdD bezeichnet [28]). Einige Details der
prinzipiellen regulatorischen Funktion der beiden Proteine
TcdC und TedR sind heute bekannt [34, 35]. Es gibt Hin-
weise darauf, dass die Toxinproduktion neben der Re-
gulation auf Ebene des Paloc einer Ubergeordneten
Regulation unterliegt. Eingriffe, die zur Uberproduktion
fihren, sind noch nicht Itickenlos geklart. Der Zusatz von
Antibiotika zum kultivierten Keim ist dazu allerdings nicht
ausreichend. Eine Signalkette zwischen den Bakterien
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Toxinogenes Isolat mit PaLoc

tedR tedB

tedE
T —

fedC
NN =}

cdu2/2” cdul cdd?

cdd2 cdd3 cdd4

ATTTGTTGT T TAAAAAGAGTTTTGTAATAGT TTATCTACAATTATAAAACTCTTTTTAAATGTT TAAATTTAATTTAAAATAAT TTGATATTAGCAGAGT

-—

—_—

nicht-toxinogenes Isolat mit der 115 bp Substitution

Abbildung 4 Der Pathogenitétslokus PalLoc.

Der PalLoc enthélt die Information fiir die zwei Hauptpathogenitétsfaktoren TcdA (Enterotoxin) und TcdB (Zytotoxin) von C. difficile,
zusammen mit den Genen flr den negativen Regulator TcdC (ein Anti-Sigmafaktor), den positiven Regulator TcdR (friiher TcdD
genannt, ein Sigmafaktor) und das Holin TcdE; in der Mitte sind die Gene stromauf und stromabwérts (u fir up- und d fiir downstream)
schematisch aufgefihrt; in toxinfreien C. difficile Islaten ist der PaLoc durch einen kurzen Abschnitt von nur 115 bp ersetzt; die tcdA,
tcdB und die Deletion im tcdC Gen sind zusammen mit der Doppelresistenz Ery+Mox" Voraussetzung fir die Befundung Ribotyp
027 +hypervirulentes Isolat (hier nicht gezeigt: die Gene cdtA/B fir das bindre Toxin missen zusétzlich vorhanden sein, s. Abbildung

1). (Abbildung modifiziert nach [32]).

wird als Basis fUr die Induktion der Pathogenitét disku-
tiert [36]. Das flinfte Gen des PalLoc kodiert fiir das Pro-
tein TcdE, das der Gruppe der Holine zugerechnet wird,
und dessen Funktion offensichtlich die Auflésung der
Bakterienzellwand wahrend der Sporulation von
C. difficile ist [37].

Die Verkirzung der Sequenz des tcdC Gens war Grund
zu der Annahme, dass im Fall der hypervirulenten
C. difficile Ribotyp 027 Isolate die Deletion von wenigen
Basenpaaren des tcdC zu einer Uberproduktion der
Toxine TcdA und TcdB in hypervirulenten Keimen fiihrt
[38]. Es wurde argumentiert, dass die Uberproduktion
der Toxine TcdA und TcdB eine der Ursachen fir die ge-
steigerte Geféhrlichkeit der Erreger sei. Ob dies strikt
zutrifft, ist nicht endgultig geklart. Untersuchungen in
unserem Labor haben gezeigt, dass als 027 klassifizierte
Isolate des hypervirulenten Genotyps trotz identischer
Deletion im tcdC Gen Uber stark unterschiedliche Toxin-
produktionen verfigen. Weiterfihrende Versuche zur
Definition der Ursache der Hypervirulenz werden weltweit
mit groBer Intensitét verfolgt.

Struktur und Funktion der Toxine

Die Familie der LCTs

Die beiden Toxine TcdA und TcdB werden heute auf
unseren Vorschlag hin zu den groBen clostridialen Zyto-
toxinen (LCT) gerechnet [39]. Zu dieser Gruppe von Toxi-
nen zdhlen weiterhin das letale (TcsL) und das
h&morrhagische (TcsH) Toxin von Clostridium sordellii,
das alpha-Toxin (TcnA) von Clostridium novyi, sowie das
TpeL Toxin von Clostridium perfringens (Serotyp C) [40].
Alle LCTs weisen ausgepragte Sequenzhomologien un-

tereinander auf, sie entstammen Clostridien, sind groB
(200-308 kDalton) und wirken auf Zellen zytotoxisch.

Die drei Doméanenstruktur der Toxine

Die ,GroBen Clostridialen Zytotoxine“ sind neben den
clostridialen Neurotoxinen molekulare Meisterwerke der
Clostridien und der Evolution. Bei einer GréBe von bis zu
2710 Aminosauren (fir das Enterotxin TcdA) sind die
LCTs komplex und sehr geschickt aufgebaut. Sie enthal-
ten, mit Ausnahme des TpeL von C. perfringens, dessen
C-terminale Doméane stark verkirzt ist, drei funktionelle
Strukturen mit zumindest zwei separaten enzymatischen
Funktionen (Abbildung 5).

Die fur die Interaktion mit der Zelloberflache verant-
wortliche C-terminale Ligandendomane (griin) setzt sich
aus repetitiven Oligopeptiden zusammen [41]. Zentral
findet sich eine Translokationsdoméane (rot), die die Pro-
zessierung der Toxine in die Zelle steuert. Das eigentliche
Zellgift, die toxisch wirkende Doméne (blau), umfasst die
N-terminalen ca. 543 Aminosduren [42]. Allein dieser
Anteil der Toxine muss ins Zytosol der Zelle vordringen,
um die volle Giftwirkung zu entfalten.

Die Toxizitat

Far die Wirkung der Toxine ist die Glucosyltransferase-
Aktivitdt der zuletzt angesprochenen N-terminalen
Domaéne verantwortlich [43]. Das Enzym Ubertragt einen
Glukoserest aus zelluldrer UDP-Glukose auf kleine GTP-
bindende Signalproteine der Ras-Superfamilie. Neben
wenigen Ras-Signalproteinen sind vor allem Rho-Analo-
ga Substrate des Enzyms. Es gibt zwei Modifikations-
muster, die mikroskopisch als D-Typ (wie difficile) bzw.
S-Typ (wie sordellii) zytopathischer Effekt beschrieben
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Abbildung 5 Die Drei-Domanenstruktur der Toxine TcdA und TcdB.

Die Toxine TcdA und TcdB weisen wie die anderen Toxine der Familie der ,GroBen Clostridialen Zytotoxine“ (LCT) eine funktionelle
Dreiteilung in eine (griine) Liganden-Domane, eine (rote) Translokations-Doméane und eine (blaue) katalytisch-toxische Doméne auf;
die ,griine Doméane*“ bindet an Zellrezeptoren, die ,rote Doméane“ vermittelt dann die Internalisierung der Toxine und die induzierte
autoproteolytische Abspaltung der ,blauen Doméane* im Zytosol der Zelle; im Innern der Zellen wirkt die Glycosyltransferase auf kleine
GTP-bindende Signalproteine der Ras/Rho Familien und schickt die intoxifizierte Zelle dadurch in den programmierten Zelltod (Apop-
tose); flr die Prozessierung der katalytisch-toxischen Einheit von extra- nach intrazellulér ist der Kontakt zu zytosolischen Inositol-
phosphaten notwendig, die die intrinsische Protease (Aspartat- oder Cystein-Protease) aktiviert und die Toxine in zwei Fragmente
spaltet.

werden [44]. Die kovalente Modifikation der GTPasen
bewirkt deren funktionelle Inaktivierung. Damit bricht das
Zytoskelett der Zellen zusammen, was sich sehr schon
durch Phalloidinférbung von filamentésem F-Aktin zeigen
lasst (Abbildung 6). Derart geschadigte Zellen sind auf
dem Weg in den programmierten Zelltod, sie werden
apoptotisch [45].

Fir die Struktur der Darmzotten bedeutet das, dass die
F-Aktin Bindel der ,tight junctions“ aufgeldst werden

Variantes TcdBv

Zellen unbehandelt

[46]. Damit geht die Barrierefunktion des Darms verloren,
verbunden mit allen Folgezustédnden, wie sie in den
schweren Verlaufsformen der Pseudomembrandsen
Colitis klinisch gesehen (Abbildung 7) und pathologisch
nachgewiesen werden (Abbildung 8).

Erstmals fur C. difficile gezeigt [43], wurden Toxine mit
Glycosyltransferasefunktion spater auch in anderen
Clostridien (C. sordellii, C. novyi [39]) und schlieBlich in
Legionella pneumophila [47] beschrieben.

Standard TcdB

Abbildung 6 Phalloidin Farbung des Aktin-Zytoskeletts mit und ohne C. difficile Toxinbehandlung.

In der Mitte sind Zellen dargestellt, wie sie sich typischerweise nach Farbung des F-Aktin (,Zeltstange”) in der Fluoreszenzmikroskopie
zeigen; links die selben Zellen nach Zugabe von variantem TcdBv und rechts nach Zugabe von Standard-TcdB zum Zellkulturmedium;
nach ca 3 Stunden runden sich die Zellen ab und verlieren in typischer Weise die F-Aktin-Zeltstangen; die beiden Phanotypen werden
durch Unterschiede (TcdB Molekiile mit iso-Glucosyltransferase-Funktion) in der Modifikation der Ras-Superfamilie Signalproteine
bewirkt (links: Rac, Ral, Rap Modifikation; rechts: Rho, Rac+Cdc42 als Substrate der katalytisch-toxischen Glucosyltransferase-
Doméne).
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Abbildung 7 Endoskopischer Aspekt einer pseudomembra-
ndsen Kolitis.

Bei schwerem Verlauf der CDAD durch toxinbildende C. difficile
Isolate zeigt sich das Vollbild der Erkrankung, die Pseudomem-
brandse Colitis; ein groBer Teil der Erkrankungen kann durch
Rektoskopie diagnostiziert werden. Im Bild sind die typischen
weiBlichen Auflagerungen auf der Darmschleimhaut zu erken-
nen; Plaques kdnnen groB3 (wie hier) und weniger zahlreich oder
aber klein und zahlreicher sein; oft zeigen sich Einblutungen; es
besteht die Gefahr der Ruptur und Peritonitis bei schweren
Schadigungen des Kolon.

(Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Frau OA Dr. G.
Jechart, lll. Medizinische Klinik, Klinikum Augsburg).

Der Weg in die Zelle: vom Darmlumen ins Zellinnere

Der Wirkort der Toxine, insbesondere deren N-terminale
Glucosyltransferase, ist das Zytoplasma der Zellen [42,
48]. Fur den Weg in die Zelle wird eine spezifische Inter-
aktion zwischen den Toxinen TcdA und TcdB und Gly-
koproteinen der Zelloberfliche angenommen. Fir TcdA,
das vor allem auf Enterozyten wirkt, wurden entspre-
chende Strukturen partiell charakterisiert [49, 50]. Fir
das Zytotoxin B gibt es noch keinen Vorschlag fiir dessen
mogliche Rezeptorstrukturen. Es wirkt auf fast alle Zellen,
lediglich eine Zelle zeigte sich gegentber der TcdB-Wir-
kung etwas sprode. DON Zellen wurden durch che-
mische Mutagenese erzeugt und haben einen Defekt in
der UDP-Glukose Bereitstellung [51], wodurch die enzy-
matische Reaktion der Toxinwirkung behindert wird.

Einmal an die Zelle gebunden, erfolgt die Toxin-Auf-
nahme Uber coated pits und coated vesicles [52]. Der
saure pH der Endosomen spielt eine entscheidende Rolle
beim Zelleintritt [53]. Im Endosom findet eine erste Ande-
rung der Konformation der Toxine statt. Durch Neutrali-
sation des endosomalen pH wird die Toxinwirkung
blockiert, aus saurem Kulturmedium vermdgen die Toxine
direkt in das Zytoplasma Uberzutreten [54].

Nach Kontakt mit zellularen Inositolphosphaten des
Zytoplasmas wird eine zweite Konformationsénderung
postuliert, die mit der Aktivierung der zweiten Enzymwir-

Abbildung 8 Histopathologie der pseudomembrandsen Kolitis.
Der Verlust der Darmzotten mit dem massiven entziindlichen
Geschehen ist deutlich zu erkennen.

(Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Herrn CA Prof. Dr.
H. Arnholdt, Pathologisches Institut, Klinikum Augsburg).

kung verbunden ist [55]. Es handelt sich um eine intrin-
sische Protease im Bereich der Translokationsdomane,
die den enzymatisch-toxischen Teil proteolytisch abspal-
tet und in das Zytoplasma freisetzt [55]. Zwei aktive
Zentren wurden beschrieben, der Freisetzungsschritt
wird entweder durch eine Aspartat-Protease [55] oder
eine Cystein-Protease [56] katalysiert. Das groBere
Toxinbruchstiick aus der Liganden- und Translokations-
doméne verbleibt im Endosom, nur die enzymatisch-
toxische Domaéne wird im Zytosol frei verfigbar [43, 48].

Kurz nach der Erstbeschreibung der induzierten auto-
proteolytischen Aktivierung der C. difficile Toxine [55]
wurde die Reaktion fir weitere bakterielle Toxine nach-
gewiesen [57]. Wie bereits fir die Glycosyltransferase-
funktion der Wirkung der Toxine gezeigt, wird auch das
Prinzip der Toxingiftung durch induzierte autoproteoly-
tische Aktivierung in der Bakterienwelt wiederholt
genutzt.

Risikofaktoren und Ausléser der Erkrankung

Bisher galt die CDAD als eine Erkrankung alterer immun-
geschwéchter Patienten, die tendenziell eher das weib-
liche Geschlecht betrifft. Fir die neuen hypervirulenten
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Tabelle 2 CDAD - Risikoeinschatzung von Antibiotika2.

Hohes Risiko
Clindamycin, Zweit- und Dritt-Generations Cephalosporine,
Fluorochoinolone (Ciprofloxacin, Gatifloxacin, Moxifloxacin,
Levofloxacin), Ampicillin, und Amoxicillin

Mittleres Risiko
Trimethoprim, Tetrazykline, Imipenem, und Meropenem

Geringes Risiko
Aminoglycoside, Macrolide (vor allem Clarithromycin und
Azithromycin), Breitspektrum-Penicillins — Ticarcillin,
Mezlocillin, und Piperacillin, Vancomycin

aModifiziert nach Kelly und LaMont, 1998.

Stédmme ist bekannt, dass sie auch bei jingeren Men-
schen schwere Krankheitsbilder auslésen, und mitunter
einen fatalen Ausgang zeigen. Faktoren, welche die Er-
krankung propagieren sind unverandert: Krankenhausauf-
enthalt, Antibiose, Zytostase, Abdominalchirurgische und
andere gastrointestinale Eingriffe. Die Tabelle 2 enthalt
eine Zusammenstellung der Antibiotika, mit einer relati-
ven Wichtung des Risikos ihrer Wirkung als Ausl&ser der
CDAD [58].

Symptome und Einschatzung des
Schweregrads der CDAD

Die Symptome der CDAD variieren in einem Kontinuum
von:

» Asymptomatischer Trédgerschaft

» Blandem Durchfall

» Schleimig bis blutig-schleimigen Durchfallen
» Colitis

» Pseudomembranéser Colitis

» Fulminanter Colitis/toxischem Megacolon
 Perforation

» Refraktarer Colitis

Messbare Anzeichen des Schweregrads der CDAD
sind in Tabelle 3 zusammengefasst und in ein Punkte-
system umgesetzt. Belmares et al. unternehmen damit
den Versuch, einen Score einzuflhren, mit dem die
Wahrscheinlichkeit der Wirksamkeit eines Einsatzes der
Metronidazoltherapie abgeschatzt werden soll. Summen
gréBer als 2 waren Uberhaufig mit dem Versagen der
Metonidazolbehandlung korreliert [59].

Wie stellt(e) sich die Labordiagnose dar?

Zum Zeitpunkt der Entdeckung

Nachdem bekannt war, dass die Erkrankung auf der
Uberwucherung der Darmflora durch C. difficile und der
damit verbundenen Toxinproduktion beruht, bestand die
einfachste Méglichkeit der Diagnose darin, die Uber-
stdnde des Stuhls der Patienten auf deren Toxizitat auf
kultivierten Zellen zu testen. Die Spezifitdt der Schadi-

Tabelle 3 Schweregrad der Clostridium difficile Erkrankung*.

Befund Punkte
Fieber (38,0°C) 1
lleus® 1
Systolischer Blutdruck <100 mm HgP 1
Leukozytose
Leukozyten <15.000/pL 0
Leukozyten 15.000-30.000/.L 1
Leukozyten >30.000/pL 2
Computertomographie
verdickte Darmwand, Erweiterung des Kolon,
Ascites
kein auBergewodhnlicher Befund 0
eines der Befunde 1
zwei oder mehr der Befunde 2

*modifiziert nach Belmares et al. 2007.

alleus klinisch oder radiographisch bestétigt.

bJeder einzelne Wert innerhalb von drei Tagen nach CDAD
Diagnose.

gung im Zelltest wurde durch Zugabe von Antiseren
nachgewiesen, die die Wirkung auf die Zellen verhindern,
sofern es sich um C. difficile Toxine handelt, die die Zell-
abrundung hervorrufen. Der Zytotoxizitatstest galt lange
als ,Gold-Standard“, wurde aber vor allem aus prakti-
schen Erwagungen zunehmend von immunologischen
Nachweisen der Toxine abgeldst, die schneller und mit
weniger technischem und personellem Aufwand durch-
flhrbar sind. In dieser Phase wurde parallel zu allen
Toxinnachweisen auch die Anzucht der Keime betrieben.

Zwischenzeitlich (mit der Entwicklung der
Immunnachweise)

Als Antikorper gegen Toxin A zur Verfiigung standen,
wurde eine Reihe von TcdA-Nachweisen eingefiihrt, die
aus dem Stuhl symptomatischer Patienten allein das
Enterotoxin A nachwiesen. Da nur das TcdA die Wirkung
im Hamsterversuch hervorruft, bestand seinerzeit die
Auffassung, dass der TcdA-Nachweis allein ausreichend
ist, um C. difficile Infektionen zu bestéatigen.

Delmée et al. [60, 61] haben Serotyp F-Stdmme be-
schrieben, die heute als Endemiestamme bekannt sind
[62]. Sie produzieren kein Toxin A und verursachten nur
in einem Teil der Tiere (statt in allen) und auch erst nach
20 Tagen (statt bereits nach 4 bis 6) den fatalen Ausgang
der Infektion. Heute ist allgemein anerkannt, dass nur der
Nachweis beider Toxine in den Patientenproben eine
ausreichend sichere Diagnosestellung erlaubt. Mit der
Einflhrung der kombinierten TcdA/TcdB-Nachweise
wurde die Anzucht der Bakterien zunehmend zurlickge-
dréngt und wird nur noch von wenigen mikrobiologischen
Laboratorien durchgeftihrt.

Heute (im Zeitalter der 027-Infektionen)

Heute basiert die Diagnose einer C. difficile assoziierten
Erkrankung auf dem kombinierten Nachweis der beiden
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Toxine TcdA und TcdB durch immunologische Verfahren.
Alle kommerziellen Nachweise (Stand April 2008) detek-
tieren die beiden Toxinen in einer ,Eintopfreaktion®, der-
zeit bietet kein Hersteller Assays an, die in der Testung
zwischen TcdA und TcdB unterscheiden lassen. Eine
derartige Differenzierung wére vorteilhaft, wiirde sie doch
die schnelle Unterscheidung zwischen einer Reihe von
endemischen Isolaten erlauben, wie z.B dem 027 Ribo-
typ (TcdA*, TcdB*) vom 017 Ribotyp (TcdA-, TcdB™).

Mit der weltweiten Ausbreitung der hypervirulenten
Isolate des Ribotyps 027 musste die Vorgehensweise
angepasst werden, denn ohne Isolierung der Keime ist
jede Typisierung der Bakterien zur Analyse von ende-
mischen Situationen unmdglich. Die Anzucht von
C. difficile ist heute zwingender und integraler Bestandteil
der Diagnose der Erkrankung. Die anaerobe Bebriitung
aller Proben, die mit der Verdachtsdiagnose einer
C. difficile-Erkrankung eingeschickt werden, wird in den
meisten Laboratorien die apparativen und personellen
Méglichkeiten jedoch Uberfordern. Um den Aufwand der
Diagnosestellung in einem vertretbaren Rahmen zu hal-
ten, gehen wir aktuell wie folgt vor:

* Nachweis der Toxine im Stuhl der Erkrankten durch
einen TcdA/TcdB EIA,

» wenn positiv: Benachrichtigung des Einsenders tber
den Nachweis der C. difficile-Toxine (Verdachtsdia-
gnose CDAD) und Versuch der Anzucht der Bakterien
aus dem Untersuchungsmaterial,

* bei erfolgreicher Isolierung der Bakterien: Testung auf
das Vorliegen der typischen Erythromycin und Moxi-
floxacin-Resistenz im E-Test (Doppelresistenz ist mit
der Haufung von Isolaten verbunden [63], in der Regel
wird es sich um relevante Isolate handeln, die sich
wegen bestehenden Selektionsdruckes vor Ort eta-
bliert haben und weiter ausbreiten werden),

» bei Resistenznachweis: Ausschluss/Nachweis des
Ribotyps 027 nach DNA-Praparation und PCR-Ampli-
fikation der ribosomalen RNA,

Es sind dann vorwiegend die 027-Ribotypen oder aber
Isolate, die schwere Klinische Verlaufe ausgelést haben,
die noch detaillierter untersucht werden:

* wenn es sich um einen 027-Ribotyp handelt: (andere
Ribotypen, wenn der Patient massiv erkrankt ist oder
der Einsender die umfassende Typisierung beauftragt
hat) partielle Genotypisierung, verbunden mit dem
Nachweis der beiden Toxingene tcdA und tcdB, sowie
der Gene flr das binare Toxin cdtA/B und der Nach-
weis der Deletion in tcdC (Abbildung 1),

» Befundung: bei Vorliegen beider getesteten Antibioti-
karesistenzen und aller Merkmale des charakteristi-
schen genotypischen Musters (Abbildung 1) -
Diagnose hypervirulenter 027-Ribotyp Stamm.

Uber den Gang der Typisierung nach dem vorgenann-
ten Schema ist im Einzelfall zu entscheiden. Jeder Ein-
sender (Krankenhaus) sollte dabei daran interessiert sein,
den Stand der aktuellen Besiedlung der Einrichtung zu

kennen, und sich Uber das Vorliegen von Isolaten des
hypervirulenten Musters Klarheit zu verschaffen. Nicht
zuletzt kann das Vorliegen von hypervirlaulenten 027-
Ribotyp-Erregern  forensisch-medizinische  Relevanz
erlangen.

In unserer Praxis stellte sich bei der praktischen Durch-
fihrung heraus, dass neben 027-Ribotyp Stdmmen auch
die Ribotypen 001 und 002 gehauft im Patientenmaterial
auftreten und mitunter zu fatalen Verldufen fiihren. Auch
solche Isolate weisen europaweit die beiden Resistenzen
gegenlber Erythromycin und Moxifloxacin auf [63]. In
mehreren einsendenden Krankenhdusern waren 001-
Keime mit einer endemischen Ausbreitung von C. difficile
verbunden, wobei sich Uberdurchschnittlich viele Patien-
ten der Kolektomie unterziehen mussten. International ist
beschrieben worden, dass die prddominanten Ribotypen
regionalen Unterschieden unterliegen [63].

Diagnose in spe

Ein Teil unserer aktuellen Arbeiten konzentriert sich auf
die Entwicklung eines Schnelltests zum Nachweis von
C. difficile-Stdammen des Ribotyps 027. Ziel des Testprin-
zips ist der Nachweis, dass es sich im untersuchten Fall
um einen hypervirulenten 027 Erreger handelt bzw. dass
die Erkrankungen in einer Einheit jeweils von Erregern
des identischen Typs hervorgerufen werden. Beide
Ergebnisse sprechen fir das Vorliegen einer C. difficile-
Endemie und lassen eine schnelle Beurteilung von
Gefahrdungssituationen fiir das jeweilige konkrete
Umfeld zu. Eine solche Testmoglichkeit sollte zeitnah
verfligbar werden.

Therapieempfehlungen

Zur Behandlung der C. difficile Infektionen gibt es drei
Ansétze:

» Besteht die Symptomatik in blandem Durchfall, so
kann bereits das Absetzen der auslésenden Medika-
tion zum Abklingen der Symptomatik fiihren. Dabei ist
individuell zu beurteilen, ob die Medikation der Grund-
erkrankung weitergeflihrt werden muss oder ob das
Leben des Patienten durch Sistieren, z.B einer aus-
I6senden Antibiose, (ggf kann auf ein Antibiotikum mit
geringerem CDAD-Ausl6serisiko umgestellt werden
(aus Tabelle 2)) gefahrdet wird.

» Kann die Medikation nicht abgesetzt werden oder tre-
ten andere schwere Symptome auf, wie z.B. blutig-
schleimiger Durchfall, ist die Behandlung der
C. difficile-Infektion mit Metronidazol als Praparat der
ersten Wahl ratsam. In Europa sind nur sehr wenige
C. difficile-Stamme gegen Metronidazol resistent [63].
Die Therapie wird in der Regel oral Uber 10 Tage
(4x250 mg oder 3x500 mg pro Tag) erfolgen. Der
Gebrauch dieses Antibiotikums hat den Nachteil, dass
es vom Keim erst aktiviert werden muss, um die DNA-
Schadigung ausuben zu kénnen [64]. Dementspre-
chend kann die Wirkung der Substanz mitunter
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verzdgert eintreten. Bei Patienten, denen sofort gehol-
fen werden muss, ist deshalb Vancomycin zu bevor-
zugen [65].

» Bei zusatzlichen Komplikationen der Erkrankung, wie
Pseudomembrandser Colitis, Zustand nach Kolekto-
mie als Folge des Krankheitsgeschehens, aber auch
bei Vorliegen hypervirulenter Keime im Umfeld, sollte
sofort mit Vancomycin therapiert werden. Wir empfeh-
len dazu eine Stufentherapie mit 4125 mg pro Tag
fuir eine Woche, gefolgt von drei Wochen, in denen die
Tagesdosis im Wochenrhythmus jeweils um 125 mg
reduziert wird. Die Vancomycingabe ist dann in der
finften Woche beendet. Bei schweren Verlaufen wird
mitunter die doppelte Dosierung (je 250 mg pro Dosis)
eingesetzt. Die Kombination mit einer gleichzeitigen
Metronidazoltherapie findet ebenfalls Anwendung.
Resistenzen von C. difficile gegentiber Vancomycin
sind noch nicht endgultig bestétigt worden [63]. Die
gleichzeitige Gabe von Saccharomyces boulardii [66,
67], einer ,probiotosch wirkenden Hefe“, reduziert
offensichtlich die Ruckfallraten gegenliber der Thera-
pie allein mit Antibiotikum, so dass sich diese Emp-
fehlung nach unserer Erfahrung bewahrt hat.
Literaturberichte entsprechen unseren Erfahrungen
vor allem mit ,Rlckfallpatienten®.

Leider sind bei der Therapie der C. difficile-Erkrankun-
gen Ruckfalle nicht selten. Der Leidensdruck der Betrof-
fenen ist groB, da anhaltende Durchfédlle ein normales
Arbeits- und Privatleben unméglich machen. Jeder Riick-
fall sollte wie eine komplizierte C. difficile-Erkrankung
therapiert werden. Fir einzelne Patienten schafft bereits
die einmalige Gabe einer Vancomycin-Stufentherapie in

Tabelle 4 Richtlinien zur Kontrolle von Ausbriichen.

Kombination mit der Anwendung von Saccharomyces
boulardii Abhilfe, bei anderen Patienten wird jedoch
mehrfach und selten anhaltend frustran therapiert.

HygienemaBnahmen

Seit dem Auftreten der hypervirulenten C. difficile-lsolate
in Deutschland ist das Bewusstsein Uber die Gefahr, die
von C. difficile und der von dem speziellen Keim indu-
zierten schwerwiegenden Erkrankungen ausgeht, deut-
lich gestiegen. Im Rahmen unserer Konsiliartatigkeit
werden wir hdufig zu HygienemaBnahmen kontaktiert
und haben feststellen kdnnen, dass gut gefiihrte Einrich-
tungen Uber ,Notfallplane® fir den Umgang mit
C. difficile-Ausbrichen verfigen [68], so dass das Per-
sonal nicht unvorbereitet getroffen wird. Ein allgemeiner
MaBnahmenkatalog ist in Tabelle 4 zusammengefasst.

C. difficile-Infektionen werden nosokomial tibertragen,
so dass Krankenh&user und Pflegeeinrichtungen unge-
wollt zur Ausbreitung des Keims beitragen. In unserer
Beratungstatigkeit hat sich wiederholt gezeigt, dass in
Krankenhdusern und anderen medizinischen Einrichtun-
gen, die Verordnung und Gebrauch von Antibiotika unter
strenge Richtlinien setzen, die Gefdhrdung durch
C. difficile deutlich geringer ist, als in Hausern, die fir
Antibiotika eine offene Verschreibungspraxis praktizieren.
Die Einschrankung des Gebrauchs ist besonders fir die
Antibiotika zu fordern, die das héchste Gefédhrdungspo-
tential der CDAC haben (s. Tabelle 2). Entsprechend
gehdrt die eingeschrénkte Nutzung der Antibiotika der
hohen Gefahrdungsklasse zu den MaBnahmen, die ergrif-
fen werden missen, um endemische Infektionen mit
C. difficile einzudammen [8, 69, 70].

Personal

« Fortbildung und Information Giber CDAD und Uber die Differenzierung von anderen Durchfallerkrankungen
» Abstimmung der MaBnahmen flir verschiedene Erreger aufeinander, um unnétige Diversitdten zu vermeiden
« Training auf die HygienemaBnahmen (Pflegepersonal UND &rztliche Mitarbeiter)

Hygiene

* Aufsetzen eines CDAD-Notfallprotokolls, Vorgehen nach dieser Anweisung
» Konsequente Isolierung von Erkrankten, Zutritt nur fir Befugte und in die Hygiene eingewiese Personen
» Einmalhandschuhe obligat, Dichtigkeit prifen, Ablegen und verwerfen im Zimmer

» Schutzkleidung tragen und im Raum belassen

« Desinfektionsplan modifiziert auf Sporenbildner !! Die alkoholische Desinfektion des Keims IST wegen der Selektion von

Sporen kontraindiziert

» Handedesinfektion bei Kontamination mit sporoziden Praparaten
» Handewaschung plus alkoholische Desinfektion als Vorbereitung auf den nachsten Kontakt wenn sicher nicht verschmutzt

» Flachendesinfektion mit sporoziden Praparaten
+ Geratedesinfektion mit sporoziden Praparaten
» Konsequente Enddesinfektion von belasteten Umfeldern !!

Antibiotika-Gebrauch

* Richtlinien fur die Verordnung und den Gebrauch von Antibiotika beschlieBen und zwingend befolgen
» Hohere Hirden aufbauen fiir den Gebrauch der Hochrisiko-Préparate Clindamycin, Cephalosporine (2./3. Gen)

« Strenge Richtlinien fir den Einsatz von Fluorochinolonen

* Bei Risikopatienten: Antibiose aus anderer Indikation primar durch Niedrigrisiko-Antibiotika (s. Tabelle 2)
* Periodisches Monitoring der Antibiotikaresistenzentwicklung in der Einrichtung
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Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Er-
krankungshaufigkeit im Bereich niedergelassener Arzte
deutlich ansteigt. Dabei wird ein Zusammenhang zwi-
schen der Therapie mit Gyrasehemmstoffen und dem Auf-
treten der Erkrankung beobachtet [70]. Der ,modehafte”
Gebrauch dieser ,modernen“ Substanzklasse ist sehr
kritisch zu hinterfragen. Es ist absehbar, dass die Haufig-
keit der Verordnung von Fluorochinolonen zukiinftig auch
maBgeblich durch das Problem endemischer CDAD Er-
krankungen reguliert wird.

Das zentrale Problem der C. difficile-Infektion in Ein-
richtungen des Gesundheitswesens ist die Sporenbil-
dung des Keims. Desinfektion mit den Ublichen Mitteln
ist nicht ausreichend, es mlssen sporozide Prédparate
eingesetzt werden. Eine besondere Herausforderung
stellt die Handedesinfektion dar. Im Routinebetrieb der
Notaufnahme, wenn die Diagnose noch nicht gestellt ist,
wird es nur eine Anweisung an das Personal geben kén-
nen. Hier wird die klassische alkoholische Handedesin-
fektion die Standardprozedur sein mussen. Ist die
Diagnose CDAD gestellt, so ist die Anwendung alkoho-
lischer Mittel kontraindiziert, denn Alkoholschock ist die
klassische Vorgehensweise fir die Abtétung vegetativer
Erreger, die Sporen werden durch alkoholische Hande-
desinfektion sogar noch angereichert werden [71]. Der
Erhéhung der Anzahl der Sporen im Umfeld Erkrankter
muss gezielt entgegengewirkt werden, um der Ausbrei-
tung von C. difficile nicht noch weiter Vorschub zu leis-
ten. Einmal etabliert, lassen sich Sporen aus dem
Gebaude nur noch schwer eliminieren. Nochmals: Steht
die Diagnose CDAD fest, ist die alkoholische Handede-
sinfektion KONTRAIndiziert, es sollten sporozide Prapa-
rate eingesetzt werden! Dies dient auch dem Schutz des
Personals!

Der Ausweg aus dieser Situation ist der konsequente
Schutz vor der Exposition gegentiber den Sporen (bzw.
des vegetativen Keims) durch obligates (und geschlos-
senes) Tragen von Schutzkleidung sowie Einmalhand-
schuhen, die nur im Patientenzimmer genutzt werden
und dort verbleiben. Dabei ist auf gute Qualitat der Hand-
schuhe zu achten, denn von den produzierten Latex-
Handschuhen kénnen bis zu 20% undicht sein. Das
Personal ist hierlber aufzukldren und sollte die Hand-
schuhe nach dem Anziehen kontrollieren.

Eine effektive Schutzkleidung verhindert die Ubertra-
gung der Keime auf die Haut des Personals. Ohne Haut-
kontamination besteht die Vorbereitung flir den nachsten
Patienten in einer Beseitigung des Schmutzes auf den
Handen durch Handewaschung mit nachfolgender klas-
sischer Desinfektion mit alkoholischen Praparaten. Ist
aber eine Kontamination mit Patientenmaterial eingetre-
ten oder nicht sicher auszuschlieBen, so sind sporozide
Desinfektionsmittel (z.B. Wofasteril 0,5% fur 1 min) zur
Handedesinfektion einzusetzen. Auch die Flachendes-
infektion (z.B 1% Descogen F fir 30 Minuten) und die
Geratereinigung (Desmozon 4% fir 15-60 min) sind mit
sporoziden Mittel durchzuflihren.

Eine weitere dringende MaBnahme ist die frihzeitige
Isolierung erkrankter Patienten. In L&ndern, in denen

Patienten noch in gréBeren Krankensdlen unterbracht
werden (z.B. England), stellt C. difficile erfahrungsgeman
ein groBeres Problem dar. Im deutschsprachigen Raum
steht in der Regel eine ausreichende Zahl von Zimmern
mit wenigen Betten zur Verfigung, so dass die Isolierung
von Erkrankten praktikabel ist und konsequent betrieben
werden sollte!

Diese MaBnahme zusammen mit der Einhaltung der
HygienmaBnahmen durch das gesamte Personal (d.h.
auch Arzte aller hierarchischen Ebenen) und Angehérige
ist die Voraussetzung flir die Einddmmung der Infektion
auf ein begrenztes Umfeld und wenige Patienten.

Internet podcast

Weitere aktuelle Informationen sind im Internet verfigbar
unter http://www.rmei.com/CDAD519/ mit einer Vor-
tragsveranstaltung (Oktober 2007) unter dem Titel: ,,Clos-
tridum difficile associated Disease: Guidelines and global
Experience®.

FAQ (Frequently asked questions)

Zu den Untersuchungsproben:

1. Wie frisch miissen Stuhlproben sein?

Je schneller die untersuchende Stelle in den Besitz
der Proben kommt, desto besser werden die Ergeb-
nisse sein. Probenversand Uber das Wochenende
sind fast die Garantie daflir, dass C. difficile nicht
mehr anzichtbar ist.

2. Wie lange hélt sich das Toxin?

Zur Haltbarkeit der Toxine in den Stuhlproben gibt es
unterschiedliche Aussagen. Nach unserer Erfahrung
sind die Toxine in Stuhlproben relativ stabil. Es gibt
allerdings auch Aussagen ausléndischer Kollegen, die
groBen Wert auf schnelle Einsendung und sofortigen
Toxinnachweis legen. Flr uns scheint dieser Punkt
noch ungeklart zu sein. Klar ist aber, dass die Proben
in keinem Fall eingefroren werden sollten. Einfrieren
und Auftauen ist der sichere , Tod“ der Toxine!

3. Wie miissen die Proben eingeschickt werden?
Wir verarbeiten fur die Typisierung vor allem angezo-
gene Bakterien. Dabei hat sich Amies-Transport-
medium als gute Wahl flr den Versand herausgestellt.
Die Keime werden zur Typisierung bei uns immer
frisch angezogen.

4. Versand von Keimen?

Gut verpackt verschicken wie anderes infektioses
Material oder Stuhlproben. Die Proben sind vor extre-
men Temperaturen zu schitzen — Einfrieren muss ver-
mieden werden! Isolate nie vor einem Wochenende
versenden, damit die Lagerungszeit nicht unnétig ver-
langert wird, die Proben nicht unnétig lange unkon-
trollierten Bedingungen ausgesetzt werden.

5. Lagerung von Keimen?

Es wurde eine Reihe von Vorschlagen getestet. Fur
kurze Zeit (bis zu 6 Monate) halten sich die meisten
C. difficile-lsolate in anaeroben Blutkulturflaschen.
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Dazu sollten die Bakterien lange genug angezogen
werden, damit sie sporulieren. Langere Lagerung
erfolgt mit ca. 50% Glycerin bei —70°C. Vorsicht ist
angezeigt, denn nicht alle Isolate lassen sich danach
reproduzierbar wieder anziehen.

Woher erhalte ich meinen Kontrollstamm?
Scheuen Sie sich nicht, die Innen bekannten Kollegen
zu fragen. Wachstum und Geruch von C. difficile sind
so charakteristisch, dass eine ,eigene Positivkon-
trolle” sehr stark weiterhilft.

Zur Testung:

1.

Wie oft muss getestet werden, um eine Erkran-
kung auszuschlieBen?

Bei eindeutigen klinischen Zeichen ist bei negativem
Toxinnachweis die Einsendung mehrerer Proben, drei
innerhalb von 5 bis 7 Tagen, sinnvoll. Der positive
Nachweis muss nicht kontrolliert werden, flir die Dia-
gnose einer CDAD/PMC ist das klinische Bild ent-
scheidend. Der Toxinnachweis kann auch ohne
Symptomatik positiv sein. Solche Falle bedirfen der
Beobachtung, nicht der umgehenden Therapie (auBer
Uberlegungen, welche induzierenden Medikamente
ggf. abgesetzt werden kénnen).
Dreimal negativer Nachweis,
»Entwarnung“?

C. difficile ist ein fakultativ pathogener Keim, es gibt
Trager von toxischen Isolaten, die ohne Symptome
bleiben. Auch wird nicht jeder zwangslaufig erkran-
ken, wenn der Keim auf ihn Ubertragen wird. Beim
Fehlen von Symptomen ist die Infektionsgefahr fiir
den gesunden Menschen als gering anzusehen.
Mehrfach negative Testung (Anzucht/Toxinnachweis)
ist daher nicht erforderlich.

Was sind die relevanten MICs fiir C. difficile?

Die Breakpoints fur das Vorliegen einer Resistenz ist
fir Vancomycin >32 mg/L, Metronidazol >32 mg/L,
Erythromycin >4 mg/L, Clindamycin >4 mg/L, Moxi-
floxacin >4 mg/L, und Tetracycline >8 mg/L. (Barbut
et al. Microbiology and Infection 13 (11),1048-1057).
Welches Material ist zum Nachweis der hyper-
virulenten Keime erforderlich?

Ohne Anzucht keine Epidemiologie! Daher ist das Vor-
liegen der isolierten Keime notwendig. Hierzu sollte
die Mikrobiologie die Methoden etabliert haben. Im
gegenteiligen Fall ist ein Labor zu kontaktieren, dass
auf die Keimanzucht vorbereitet ist.

dann erst

Diagnose 027 und was dann?

1.

Konsequenzen einer 027-Testung?

Es besteht Meldepflicht — siehe oben! Die offensicht-
lichste Konsequenz einer 027-Befundung ist die
namentliche Meldung an die Gesundheitsbehérden.
Da die Erkrankung mit hypervirulenten 027 Keimen
als schwerwiegend eingestuft wird, ist Vancomycin
das Mittel zur Therapie der floriden Infektion. Ferner
geht von Patienten mit einem solchen Befund ein
erhdhtes Risiko aus. Sie kommen als Quelle fur die

Infektion weiterer Personen (Mitpatienten und Person-
al) in Betracht.

Ist nur 027 relevant - was sind die anderen
Todbringer?

Patienten mussen nicht an einem ,hypervirulenten
Isolat” leiden, um in Gefahr zu kommen. Endemisch
finden sich immer wieder Ausbriche von Ribotypen
auBer 027, die auch mit schwerwiegenden Kompli-
kationen (toxisches Megakolon, Perforation, Kolek-
tomie, Tod) verbunden sind. In groBen Teilen
Deutschlands ist Ribotyp 001 der haufigste C. difficile-
Problemkeim. Hierbei zeigt sich immer wieder, dass
bei endemischen Keimen generell eine Erythromycin-
UND Moxifloxacinresistenz vorliegt. Der Gebrauch
von Antibiotika in einer Einrichtung (auch im Bereich
der Niederlassung) beeinflusst die Haufigkeit und
Ausprégung der CDAD sehr stark!

Was bringt mir die Charakterisierung der Keime?
Krankenhauser (aber nicht nur diese) sollten sich um
einen hohen Hygienestandard bemihen. Es geht um
den Ruf des Hauses, schnell ist man in den Medien
und kann diese Last nicht so leicht ablegen! Zur Kon-
trolle des Hygienestatus ist das Monitoring von
C. difficile dringend angeraten. Arzte vor Ort sollten
wissen, ob hypervirulente C. difficile-1solate lokal vor-
kommen, ob es sich immer um identische Ribotypen
handelt und ob Isolate bereits endemisch gehauft
vorkommen. Ein einheitlicher Ribotyp in hoher Anzahl
deutet auf eine endemische Situation hin.

Zur Frage Metronidazol vs Vancomycin?
Metronidazol ist das Mittel der Wahl bei unkompli-
zierten Verlaufen mit blandem Durchfall. Das Resultat
von Metronidazol-Therapien haben Belmares et al.
[59] untersucht und beschrieben, dass nur 71% der
Patienten in sechs Tagen auf die Therapie reagiert
haben. Insgesamt und bei mehr Geduld waren es
dann 91%, also fast alle. Die Daten (s. Tabelle 3) zur
Korrelation zwischen Schweregrad und dem Erfolg
der Metronidazoltherapie zeigen vorlaufig (es bedarf
der prospektiven Untersuchung), dass Uber einem
Wert von 2 Vancomycin als Therapeutikum indiziert
ist. Unstrittig ist: handelt es sich um einen schweren
Verlauf, verstirbt der Patient innerhalb von zwei bis
drei Tagen. Unterbleibt die Gabe des sofort wirk-
samen Vancomycins, hat der Behandler unter Ums-
tdnden das Schicksal des Patienten bestimmt.
Darum: Vancomycin fir die schweren Falle: PMC,
Kolektomie, Megacolon, 027 im Umfeld. Zur Defini-
tion schwerer Félle sei auch auf die RKI-Richtlinie zur
namentlichen Meldepflicht verwiesen.

Ausloser:

1.

Kein Ausléser zu erkennen!

Bitte daran denken, dass die Medikation auch mit
starker Verzégerung zur manifesten Erkrankung flih-
ren kann! In der Anamnese ist gezielt nach Antibiose
vor 4-6 Wochen (im Einzelfall sogar noch weiter
zurlickliegend) zu fragen. Man stellt sich vor, dass
C. difficile bei solchen Fallen gegebenenfalls erst aus
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der Sporenform wieder anwachsen und die Darmflora
Ubersiedeln muss, um den Durchfall auszuldsen.
2. Differentialdiagnose

Der Nachweis von C. difficile Toxinen bei Durchfallen
kann auch den falschen Weg weisen! Die Toxine soll-
ten eine Veradnderung der Darmschleimhaut hervor-
rufen. Ohne histologischen Befund ist ein kausaler
Zusammenhang zu hinterfragen und differentialdia-
gnostische Uberlegungen anzustellen (andere Erre-
ger?, Lebensmittelunvertraglichkeit? etc.).

HygienemaBnahmen

1. Patienten wie lange isoliert halten?

In Gesundheitseinrichtungen (Krankenhauser, Alters-

heime, (auch hdusliche) Pflegeeinrichtungen) muss flr

die separate Unterbringung symptomatischer Patien-
ten gesorgt werden, die typischen Hygiene-
maBnahmen muissen eingehalten werden. Die

Isolierung kann bei orientierten Personen nach Abklin-

gen des Durchfalls aufgehoben werden. Fiir desorien-

tierte Personen gilt das nur eingeschréankt. Hier steht

im Vordergrund der Uberlegungen, dass fékale Kon-

taminationen vermieden werden muissen, um die Aus-

breitung von C. difficile auf der Station/Etage/Haus zu
vermeiden.
2. Was sind Treiber der Infektion?

» ,Keine Erkrankung ohne Besiedlung mit toxischen
Keimen“ bedeutet, dass effektive Hygiene-
maBnahmen die Haufigkeit der CDAD niedrig halt.
Wer, was, wo — weil3 das gut ausgebildete und ein-
gewiesene Personal!

+ UberméaBiger Gebrauch von Antibiotika und hier
speziell der risikohaften Substanzklassen (Tabelle
2)! Clindamycin, Cephalosporine der zweiten und
dritten Generation, Fluorochinolone (als Beispiele)
nur nutzen, wenn kein anderer Weg zum Ziel fuhrt.
Als Alternative weniger risikohafte Substanzen nut-
zen! Wie sehen lhre Richtlinien zum Gebrauch und
zur Verschreibung von Antibiotika aus?

» Vorbereitungen treffen flr den Ernstfall: Wissen und
Kdnnen sollten in einen Hygieneplan fir den CDAD
Notfall umgesetzt werden, der verbindlich fir das
eigene Umfeld in Kraft gesetzt wird (s. auch
AWMF).

3. Ist das Personal gefdhrdet?

Nicht anders als bei anderen Infektionserkrankungen

besteht auch fur die CDAD ein Erkrankungsrisiko fiir

das Personal. Noroviren sind bei weitem kontagi6ser.

Dennoch sind anhaltende Durchfélle beim Personal

auf C. difficile Erkrankungen zu untersuchen. Dabei

sind Hausérzte oftmals Uberfordert, denn C. difficile

Erkrankungen spielen in deren Praxis noch eine unter-

geordnete Rolle. Falle von 3- bis 4-monatigen Durch-

fallsepisoden  bei  Krankenhauspersonal ohne

Diagnosestellung der CDAD sind uns aus der Bera-

tungspraxis bekannt.

Das AusmaB der Erkrankungen wird beim Personal

mit der Ausbreitung der hypervirulenten Keime an-

steigen. Bisher schitzte das nicht passende Alter von
unter 65 Jahren, aber die neuen Erreger befallen nun
auch junge Leute!

4. Sind Schwangere gefahrdet?

Eine Schwangere besucht Angehdrige und erfahrt
danach von einem C. difficile-Durchfall. Akuter Grund
zur Besorgnis besteht nicht und ist erst dann gege-
ben, wenn es bei der Person zu Durchfallsymptomatik
kommt. Ohne zeitgleiche Antibiotikatherapie wird das
aber die groBe Ausnahme bleiben.

Epilog: Eine direkte Ansprache an alle
Kollegen

Es haben sich wiederholt Pflegedienstleitungen bei uns
beklagt, weil sie im Verlauf der Ruckverlegung eines Pfle-
gebedurftigen nur durch Zufall und nur unzureichend
Uber eine CDAD-Erkrankung informiert worden sind. ,lhr
Angehdriger hat noch ein bisschen Durchfall, seien Sie
ein bisschen vorsichtig” war die Entlassungsinformation
an die Angehdrigen. Weder Inhalt noch Form entspre-
chen der Art der Informationsvermittlung beim Vorliegen
einer CDAD und nachgewiesenen C. difficile-Toxinen! Da
hilft dann auch nicht, dass die Pflegekréfte bestens Uber
die einzuhaltenden HygienemaBnahmen informiert sind.
Solche Isolate werden leicht auf alle Alteren verteilt, die
von dem betroffenen Dienst versorgt werden.

Fir uns als Arzte besteht die Pflicht, dafir Sorge zu
tragen, dass die relevante Information dem zustandigen
Umfeld zuverlassig (in Schriftform!) Gbermittelt wird.
Ubernehmen Sie im positivem Sinne Verantwortung fiir
Ihr Umfeld, seien Sie Vorbild und geben Sie die notwen-
digen Informationen an Patienten, Pfleger und nachsor-
gende Kollegen verlasslich weiter, man wird es lhnen
danken!
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