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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Fassung

Clostridium difficile ist die haufigste Ursache von Durchfallerkrankungen in
Krankenhdusern. Bisher liegen jedoch nur begrenzte Erkenntnisse uber Clostridium
difficile Infektionen (CDI) im Kindes- und Jugendalter vor. Deshalb wurde die
Symptomatik padiatrischer Patienten (Alter: 1 — 17 Jahre) mit nachgewiesener CDI
anhand einer klinischen Kohortenstudie von Januar 2010 bis Oktober 2013 erforscht.
Die in die Studie aufgenommenen Patienten mit CDI (N = 118) wiesen selten
spezifische Begleitsymptome (z.B. Blutbeimengungen im Stuhl oder Fieber)
(29,1 — 44,7%) neben dem Hauptsymptom der dinnflissigen Stuhle (100%) auf und
erhielten nur in etwa einem Fulnftel aller Falle eine gegen C. difficile gerichtete
Therapie (23,9%). Zwei Drittel (69,7%) aller Patienten hatten vor der CDI Antibiotika
erhalten. Die nosokomiale CDI sowie das Vorhandensein von Komorbiditaten
machten einen protrahierten bzw. schwereren Verlauf wahrscheinlich. Bei den
jungeren  Patienten fanden sich  haufiger virale Kopathogene des
Gastrointestinaltraktes, bei alteren Kindern und Jugendlichen bestanden haufiger
Komorbiditaten. Eine gegen C. difficile gerichtete Therapie erfolgte meist nur bei
Patienten mit Grunderkrankungen und/oder schweren Durchfallen sowie positivem
Toxinnachweis. Die Analyse der Epidemiologie von C. difficile von 2000 bis 2013 an
der Universitatsklinik des Saarlandes ergab zunehmende Fallzahlen seit 2000. Die
Anzahl der jahrlich bei padiatrischen Patienten nachgewiesenen CDI verzehnfachte
sich im Untersuchungszeitraum. Kinder und Jugendliche (Alter: 0 — 17 Jahre) sowie
Erwachsene hdheren Alters (Alter: 265 Jahre) waren besonders haufig von einer CDI
betroffen. Der Ribotyp 027 wurde mit steigendem Patientenalter zunehmend haufig,
jedoch kein einziges Mal bei Kindern und Jugendlichen nachgewiesen. Die
Ribotypisierung der C. difficile Isolate ist eine wichtige Voraussetzung flr
aussagekraftige infektionsepidemiologische Analysen. In dieser Arbeit kamen,
erstmals in einer gro3en systematischen Untersuchung, vergleichend zwei der
bedeutendsten Typisierungsmethoden zum Einsatz, die Surface-Layer-Protein-A-

Sequenz-Typisierung (sIpAST) und eine PCR-basierte Ribotypisierung. Insgesamt
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wurden 360 C. difficile Isolate mit beiden Methoden genotypisiert. Der Toxinstatus
konnte durch eine Multiplex-PCR gesichert werden. Die PCR-Ribotypisierung erwies
sich gegenuber der slpA-Sequenzierung als Uberlegen, da sie eine differenziertere
Bestimmung des Ribotyps ermdoglichte. Die slpA-Sequenzierung identifizierte 12
verschiedene Genotypen und eine gro3e Gruppe von Sequenztypen, die in den
bekannten Datenbanken bisher noch keinem Ribotyp zugeordnet sind. Hingegen
konnten mittels PCR-basierter Ribotypisierung 46 genetisch unterschiedliche
C. difficile lsolate differenziert werden. Einzig der durch die PCR-Ribotypisierung
bestimmte Genotyp weist in 100% der Falle einen identischen Toxinstatus auf. Die
hypervirulenten Stamme 027 und 078 erkannten beide Methoden, mit in 94,7% bzw.

93,7% ubereinstimmenden Ergebnissen, zuverlassig.

1.2 Summary

Clostridium difficile is the most common cause of diarrhea in hospitals and other
medical facilities. However, there is only limited knowledge about Clostridium difficile
infections (CDI) in childhood and adolescence so far. Therefore, the symptoms of
pediatric patients (aged 1 — 17 years) with proven CDI were explored using a clinical
cohort study from January 2010 to October 2013. The patients with CDI (N = 118)
enrolled in the study rarely exhibited specific secondary symptoms (e.g. blood
particles in the stool or fever) (29,1 — 44,7%) beside the main symptom of thin stools
(100%) and only about one-fifth of all cases received special therapy for C. difficile
(23.9%). Two-thirds (69.7%) of all patients had received antibiotics prior to the CDI.
The nosocomial CDI and the presence of comorbidities made a protracted or severe
course likely. While there often was a viral copathogen of the gastrointestinal tract in
younger patients, in older children and adolescents comorbidities were more
frequent. A therapy for C. difficile was usually restricted to patients with underlying
diseases and/or severe diarrhea and positive toxin detection. The analysis of the
epidemiology of C. difficile from 2000 to 2013 at the Saarland University Hospital
revealed an increasing number of cases since the year 2000. The number of CDI
annually detected in pediatric patients increased tenfold during the investigation
period. Children, adolescents (aged 0 — 17 years) and adults of a higher age (aged

=265 years) were particularly vulnerable to a CDI. The ribotype 027 was detected with
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increasing frequency with increasing patient age, but not once in children and
adolescents. The ribotyping of C. difficile isolates is an important prerequisite for
significant infection-epidemiological analyses. In this study, for the first time in a large
systematic investigation, two of the most important typing methods were used
comparatively, the Surface-Layer-Protein A Sequence Typing (slpAST) and
PCR-based ribotyping. A total of 360 C. difficile isolates were genotyped with both
methods. The toxin status could be secured by using a multiplex PCR. The
PCR-ribotyping proved to be superior to the sIpAST because it enabled a more
differentiated determination by the different ribotypes. The sIpAST identified 12
different genotypes and a large group of sequence types, which have not been
assigned yet to a ribotype in the known databases. On the other hand, 46 genetically
distinct C. difficile isolates could be differentiated by PCR-based ribotyping. Only the
genotype indicated by the PCR-based ribotyping shows in 100% of cases an
identical toxin status. The hypervirulent strains 027 and 078 were recognized reliably
by both methods with 94,7% and 93,3% matching results.
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2 Einleitung

2.1 Clostridium difficile

Clostridium difficile ist ein gram-positives und obligat anaerobes Stabchenbakterium.
Es ist in der Lage endstandige aerotolerante Sporen auszubilden. Diese flihren zu
einer erhohten Widerstandsfahigkeit (Tenazitat) gegenuber den &uleren
Einflussfaktoren Warme, Austrocknung und nicht sporiziden Desinfektionsmitteln. Die
Infektiositat neu gebildeter Sporen kann Uber den Zeitraum von mehreren Wochen
erhalten bleiben. Charakteristisch flr das Bakterium ist sein ubiquitares Vorkommen,
C. difficile kdnnen sowohl im Erdboden, in Oberflachenwasser als auch im Darmtrakt
von Tieren und Menschen nachgewiesen werden. Die Erstbeschreibung des
Bakteriums erfolgte 1935 durch O’Toole aus der Darmflora von Neugeborenen [1].
Erstmals wurde C. difficile als Erreger der antibiotikaassoziierten Enterokolitis von
Bartlett und Kollegen im Jahr 1978 beschrieben [2].

Abbildung 1: Lichtmikroskopische Aufnahme von C. difficile: vegetative Formen (1),
beginnende Sporenbildung (2) und Sporen (3); Quelle: Konsiliarlabor
des Robert Koch Instituts fur C. difficile der Universitat des Saarlandes

Die Ubertragung der Bakterien erfolgt durch die Ingestion von Bakterien oder

Sporen, die im Stuhl von mit C. difficile infizierten Patienten vorkommen. Auch
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asymptomatische Trager von C. difficile scheiden C. difficile Sporen im Stuhl aus,
jedoch in deutlich geringeren Mengen. Deren Ubertragung erfolgt tiber kontaminierte
Hande, durch direkte Kontakte und Uber indirekte Kontakte mit verunreinigten
Gegenstanden und Oberflachen [3]. Circa 5% aller Erwachsenen sind
asymptomatische Trager von C. difficile, dagegen sind es bis zu 80% der Sauglinge
und Kleinkinder [4].

Risikofaktoren und Pathogenitatsmechanismen

Ob eine Kolonisation mit C. difficile zu klinischen Symptomen fuhrt, ist unter anderem
davon abhangig, ob das C. difficile Isolat Toxine exprimiert. C. difficile 1solate, die
keine Toxine exprimieren, sind apathogen. Das Enterotoxin A (tcdA) und das
Cytotoxin B (tcdB) wirken krankheitsauslosend [5, 6]. Als weiteres Toxin wurde (vor
allem bei bestimmten hypervirulenten Isolaten) ein binares Toxin beschrieben (cdtA,
cdtB), dessen Rolle in der Pathogenese jedoch noch nicht vollkommen geklart ist [7].
Wahrscheinlich erhdoht es die Fahigkeit von C. difficile zur Adhasion an den
Schleimhautzellen des Darmes [8]. Das Ausmal der Symptome ist zudem abhangig
von dem Vorhandensein einer Storung der gesunden mikrobiellen Darmflora
(gestorte Kolonisationsresistenz), die einen Selektionsvorteil fur C. difficile zur Folge
hat [9]. Daruber hinaus kann das Bakterium die Expression bestimmter
Pathogenitatsfaktoren, z.B. der Toxingene, an Umgebungsfaktoren anpassen. Die
Stérung der mikrobiellen Flora (des Mikrobioms im Darm) kann verursacht sein
durch [10-12]:

* angeborene oder erworbene Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes
* Operationen am Gastrointestinaltrakt

* chronische Leber- oder Nierenerkrankungen

* antimikrobielle Therapie

» zytostatische Chemotherapie
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Ungefahr 1% aller mit einem Antibiotikum behandelten Patienten entwickelt eine CDI.
Die Kolonisationsrate der Patienten nach stationarer Aufnahme in ein Krankenhaus
steigt von zuvor 5% auf 20 — 50% an [4, 13]. Die meisten Patienten bleiben jedoch
asymptomatisch. Daraus lasst sich schliel3en, dass C. difficile vor allem nosokomial
Ubertragen wird, jedoch auch wirtsspezifische Faktoren flr das Risiko einer CDI von

Bedeutung sind. Als Ursachen dafir werden folgende Faktoren diskutiert:

* vermehrter Einsatz von Antibiotika mit breitem Wirkspektrum gegen aerobe

Enterobacteriaceae und Anaerobier, die den Darm naturlicherweise besiedeln
* langer andauernde Antibiotikatherapien
* zunehmender Einsatz von mehreren Antibiotika gleichzeitig
Folglich gelten als Hauptrisikofaktoren flr eine CDI:
* vorausgegangene Antibiotika-Therapie [14-21]
* Hospitalisierung [14, 16, 19, 22]
» fortgeschrittenes Alter [23, 24]

* maligne Grunderkrankung mit Immunsuppression und zytostatischer Therapie
[25, 26]

Angaben Uber die Inkubationszeit sind aufgrund der Moglichkeit einer
vorausgehenden asymptomatischen Kolonisation nur sehr bedingt moglich. Sie wird
mit wenigen Tagen bis zu mehreren Wochen angegeben. Eine Blockierung der
Magensaurebildung durch Protonenpumpeninhibitoren oder H,-Antagonisten wird in
der Literatur kontrovers als Risikofaktor fur eine CDI diskutiert [14, 15, 17, 18, 22,
27-32]. Gleiches qilt fur die Einnahme von nicht-steroidalen Antiphlogistika [18, 22].
Besonders haufig wurden in alteren Studien Infektionen mit C. difficile nach einer
antibiotischen Therapie mit Clindamycin, Ampicillin oder Cephalosporinen
beobachtet [33-35]. Neuere Veroffentlichungen zeigen dagegen auf, dass eine
Vorbehandlung mit fast jedem Antibiotikum eine CDI auslésen kann. Dies gilt in

seltenen Fallen auch fur Vancomycin und Metronidazol. Die Antibiotika, welche am
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haufigsten eine Infektion mit C. difficile verursachen, sind Fluorchinolone,
Cephalosporine der dritten Generation, Clindamycin und Carbapeneme [16, 22, 29,
36-41]. Die typischen Symptome kdnnen erst mehrere Wochen nach dem Absetzen

der Antibiotikatherapie auftreten.

Bei Patienten mit onkologischer Grunderkrankung und Fieber nach Chemotherapie
kommt es haufig erst nach Erholung des Blutbildes von der Granulozytopenie zum
voll ausgepragten klinischen Bild der Enterokolitis. Die neu gebildeten Granulozyten
wandern in die durch C. difficile Toxine geschadigte Darmwand ein und I6sen dort

eine Entziindung mit Wandverdickung und Pseudomembranen aus [42, 43].

Klinik und Symptome

Der klinische Verlauf einer CDI reicht von milden Durchfallen und Bauchschmerzen
bis zu einer foudroyanten pseudomembrandsen Kolitis mit sekundarer Sepsis,
toxischem Megakolon, Multiorganversagen und Tod [6, 44-46].
Differentialdiagnostisch kommt bei jeder nosokomialen Diarrhoe (symptomatisch ab
dem dritten Tag des stationaren Aufenthaltes) eine CDI in Frage, da C. difficile der
haufigste nosokomial erworbene Durchfallerreger ist. Leitsymptom einer Infektion
sind plotzlich beginnende wassrige Durchfalle (mindestens drei ungeformte Stuhle

pro Tag) mit fauligem Geruch, begleitet von:

Schmerzen in den unteren Quadranten des Abdomens

* Fieber

» stark ausgepragte Leukozytose

* Hypalbuminamie als Folge eines intestinalen Proteinverlustes

* blutige Stlhle und Zeichen eines systemischen inflammatorischen response

Syndroms (SIRS) bei sehr schwerem Verlauf

C. difficile ist als Ursache von 15 — 20% aller antibiotika-assoziierten Diarrhoen und
95% aller pseudomembrandsen Kolitiden bekannt [47, 48]. Eine pseudomembrandse

Kolitis ist endoskopisch charakterisiert durch weil3lich gelbe Plaques, welche locker
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der Schleimhautoberflache aufsitzen. Sie bestehen aus Muzin, Immunzellen und

abgestorbenen Zellen [49].

Weitere schwere Krankheitsbilder, die durch C. difficile verursacht werden kdnnen,
sind ein lleus, eine Darmperforation oder eine Sepsis. Die Letalitat wird allgemein fur
die pseudomembrandse Enterokolitis mit 1 — 2% angegeben, sie kann jedoch bei
einer CDI durch ein hypervirulentes Isolat bei Patienten fortgeschrittenen
Lebensalters bis zu 16% betragen [50, 51].

Therapie

Der Nachweis von Toxin-bildenden C. difficile bei einem asymptomatischen
Patienten ist kein Grund flr eine gegen C. difficile gerichtete antibakterielle Therapie.
In 15 — 23% flhrt das Absetzen einer vorbestehenden Antibiotikatherapie innerhalb
von 2 — 3 Tagen zum Sistieren der Durchfalle. Gemald aktueller US-amerikanischer
Leitlinien sind die Medikamente der ersten Wahl Metronidazol oder Vancomycin
[52, 53]. Ersteres kann i.v. oder p.o. verabreicht werden, die Therapiedauer betragt in
der Regel 10 Tage. Metronidazol wird bevorzugt bei leichteren Krankheitsverlaufen
verabreicht und scheint seltener als oral verabreichtes Vancomycin zur Selektion
Vancomycin-resistenter Enterokokken zu flhren [54]. Vancomycin gilt als das
wirksamere Medikament und ist deshalb erste Wahl bei schweren Verlaufen, bei
Immunsupprimierten und (wegen der Teratogenitat des Metronidazols) auch bei
Schwangeren [55, 56]. Vancomycin wird bei oraler Verabreichung nahezu nicht
resorbiert und gelangt daher in hohen Konzentrationen in den Dickdarm. Die
intravendse Verabreichung von Vancomycin ist zur Therapie einer CDI ganzlich
ungeeignet, weil auf diesem Wege nur eine sehr niedrige Konzentration im Darm
erreicht wird. Die Vorteile einer Therapie mit Vancomycin liegen in einem schnelleren
und starkeren Ruckgang der Bakterienlast in den Stuhlproben sowie einer

niedrigeren Rezidivrate im Vergleich zu Metronidazol [57].

Fur sehr schwere Verlaufe, eine pseudomembrandse Colitis oder ein toxisches
Megakolon, besteht die Mdglichkeit einer kombinierten Therapie aus Vancomycin
p.o. (ggf. Uber eine Magensonde, ggf. auch als Einlauf von rektal oder Uber ein

Colostoma) und Metronidazol i.v..
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Als neue Therapieoption steht Fidoxamycin zur Verfligung. Dabei handelt es sich um
ein makrozyklisches Antibiotikum, mit einer bakteriziden Wirkung gegenuber vitalen
C. difficile Bakterien und einem inhibierenden Effekt auf die Sporen- und
Toxinproduktion. Es erfolgt nur eine minimale Resorption des Antibiotikums Uber den
Gastrointestinaltrakt. Das Wirkspektrum liegt eng begrenzt im Gram-positiven
Bereich. Die Nebenwirkungsprofile von Fidoxamycin und Vancomycin sind ahnlich,
jedoch ist Fidoxamycin Vancomycin Uberlegen bei der Reduktion von rezidivierenden
CDI [58, 59]. Deshalb ist Fidoxamycin vor allem fur Patienten mit einem hohen

Rezidivrisiko geeignet.

Als Reservetherapie bei Versagen der zuvor genannten Therapieoptionen besteht
die Moglichkeit der Behandlung schwerer lebensbedrohlicher CDI mit Tigecyclin
(i.v.). Das Wirkungsspektrum des Glycylcyclines umfasst sowohl Gram-positive und

Gram-negative Erreger als auch Anaerobier einschlieldlich C. difficile [60, 61].

Als optionale supportive TherapiemaRnahme besteht die Maoglichkeit der
systemischen Gabe von gepoolten Immunglobulin-Praparaten, da diese
IgG-Antitoxin A enthalten [62]. Die Wirksamkeit ist bisher nicht eindeutig geklart, da

bisher keine kontrollierten Studien zu dieser Therapieoption vorliegen.

Der Erfolg bzw. Misserfolg der Therapie wird ausschlieRlich nach klinischen Kriterien
bewertet. Die mikrobiologische Kontrolle der C. difficile Ausscheidung bei
asymptomatischem Patienten ist nicht vorgesehen. In bis zu 35% kommt es, trotz
leitliniengerechter antibiotischer Therapie, zu einem Rezidiv [16, 17, 63, 64]. Dies ist
besonders haufig bei Patienten mit chronischen gastrointestinalen Krankheiten,
schweren Grunderkrankungen oder anhaltender Exposition gegeniber Antibiotika
der Fall.

Tritt ein Rezidiv der CDI auf, wird das erste Rezidiv mit einer Gabe des initialen
Antibiotikums behandelt. Die einzige Ausnahme stellt Metronidazol dar, welches in
dieser Situation nicht mehr zum Einsatz kommen sollte [65]. Mehrfach rekurrierende
CDI werden mit einem langfristigen Therapieschema mit hochdosiertem Vancomycin
behandelt [66]. Ab dem zweiten Rezidiv wird empfohlen Vancomycin mit

Saccharomyces boulardii zu kombinieren, da in einer kontrollierten Studie durch
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diese Kombination die Rezidivrate im Vergleich zu einer alleinigen Therapie mit

Vancomycin signifikant gesenkt werden konnte [67].

Fur Patienten mit haufigen Rezidiven bzw. komplizierten Verlaufen erwies sich in
mehreren Fallserien eine Stuhltransplantation von einem gesunden Spender als
wirksame Alternative zur Antibiotikatherapie [68-73]. Dabei handelt es sich um eine
bislang nicht ausreichend standardisierte Behandlung, die kausal in das
Infektionsgeschehen eingreift, indem sie die Stérung des gastrointestinalen
Mikrobioms beseitigt. Eine chirurgische Intervention im Sinne einer Kolektomie
kommt bei einer Darmperforation, einem toxischen Megakolon oder einem lleus als

lebensrettende Notfallmal3nahme in Betracht [74-76].
Pravention

Verschiedene Malinahmen helfen eine Infektion mit C. difficile zu verhindern. Zu
diesen zahlt vor allem ein zurtckhaltender, gezielter und rationaler Einsatz von
Antibiotika im Sinne eines Antibiotic Stewardship. Dies schliet kurze
Verordnungsdauern und - wenn moglich - den Verzicht auf Antibiotika mit sehr
breitem Wirkspektrum ein. Besonders kritisch ist in diesem Kontext der zu
grol3ziigige Einsatz von Cephalosporinen der Gruppe Ill und von Fluorchinolonen
(vor allem bei alteren Menschen) zu sehen. Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt ist die
Verhinderung von Kreuzinfektionen, vor allem durch die Eindammung einer
nosokomialen Ubertragung. Zu diesem Zweck ist es sinnvoll Patienten mit einer
symptomatischen CDI in einem Einzelzimmer mit eigener Toilette zu isolieren [77].
Daruber hinaus ist das Tragen von sauberen Einmalhandschuhen und die strikte
Einhaltung der Handhygiene von entscheidender Bedeutung. Aufgrund der
Unwirksamkeit der Ublichen Handedesinfektionsmittel gegen Sporen ist zusatzlich
zur Handedesinfektion, vor dem Verlassen des Isolierzimmers, das Handewaschen
mit Wasser und Seife erforderlich [78, 79].

10



Einleitung

2.2 Diagnostik von Clostridium difficile
Praanalytik

Zur Diagnostik sollten nur dunnflissige Stuhle verwendet werden. Ausnahmen sind
bei Verdacht auf einen lleus moglich. Die Toxine von C. difficile sind unter
Raumtemperatur fur die Dauer von etwa 2 Stunden stabil, danach beginnen sie zu
zerfallen. Fur die Lagerung bzw. den Transport sollte deshalb die Stuhlprobe bei
2 — 8°C gelagert werden. Dies ermdglicht eine maximale Transportdauer von 48

Stunden mit der Moglichkeit einer anschlie3enden kulturellen Anzucht des Isolates.

Toxinnachweis

Im Routinebetrieb wird der Toxinnachweis durch einen Enzyme immunoassay (EIA)
durchgefuhrt. Prinzip des EIA ist die Bindung eines enzymmarkierten Antikorpers an
ein entsprechendes Antigen. Dieser Antikdrper wird Detektionsantikorper genannt.
Das Enzym beschleunigt die Reaktion eines Farbstoffes, dessen Farbumschlag
registriert werden kann. Das Ergebnis des EIA liegt bereits nach wenigen Stunden
vor, allerdings weist es im Vergleich zum Goldstandard, dem Zytotoxizitatstest, eine
geringere Sensitivitat auf. Die Testung auf Toxin A (tcdA) und Toxin B (tcdB) sollte
immer erfolgen, da 2 — 5% aller Proben nur positiv auf Toxin A, aber nicht auf
Toxin B sind [52].

Glutamatdehydrogenase-Nachweis

Zum Nachweis der Glutamatdehydrogenase (C. difficile common antigen) kommt
ebenfalls ein EIA zum Einsatz. Dieser weist eine hohe Sensitivitat auf und kann
schnell durchgefuhrt werden. Der Test wird wegen seines hohen negativen
pradiktiven Wertes von 99,2% als Screeningtest verwendet [80]. Die Probleme dieser
Methode liegen in ihrer geringen Spezifitdt, da nicht toxinogene Stamme und auch
andere Clostridienspezies zu falsch positiven Ergebnissen fihren. Deshalb sind bei

positiven Befunden weitere Tests (z.B. Toxinnachweis) unumganglich.
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Kultureller Nachweis

Die kulturelle Anzucht von C. difficile aus Stuhlproben ist die empfindlichste Methode
zum Nachweis des Bakteriums. Da diese sich oft schwierig gestaltete, nannten die
Entdecker des Bakteriums Hall und O’Toole das Bakteriums 1935 Clostridium
Ldifficile”. Der kulturelle Nachweis von C. difficile erfordert den Einsatz spezieller
Medien (z.B. Cycloserin-Cefoxitin-Fruktose-Agar). Der Erreger wachst nach 24 bis 48
Stunden anaerober Bebrutung in circa 4 — 6 mm grof3en, unregelmafig geformten,
gelblich glanzenden Kolonien ohne Hamolyse, die unter UV Licht bei 360 nm
gelbgrin leuchten. Die Kolonien weisen einen typischen fauligen Geruch auf. Die
kulturelle Anzucht ist notwendig fur die Antibiotika-Empfindlichkeitstestung und die
genotypische Charakterisierung z.B. die Ribotypisierung des Erregers. Als Nachteil
des kulturellen Nachweises in der klinischen Praxis ist die lange Dauer bis zum
Erhalt eines Ergebnisses von im Mittel >48 Stunden zu sehen. Bei positivem
Kulturbefund mussen nicht toxinogene Stadmme von toxinogenen Stammen
unterschieden werden. Die kulturelle Anzucht ist unbedingt zu empfehlen bei
Patienten mit hohem Schweregrad der CDI, im Verdachtsfall bei negativem
Toxintest, im Rahmen von epidemiologischen  Studien und eines

Ausbruchsmanagements.
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Antibiotika-Empfindlichkeitsprifung

Tabelle 1: Minimale Hemmkonzentrationen der Antibiotika und zugehdrige Einteilung
der Empfindlichkeit

Antibiotikum Minimale Hemmkonzentration (pg/ml)

sensibel intermediar resistent

Vancomycin DIN, EUCAST

Metronidazol

Erythromycin

Moxifloxacin

Zur  Bestimmung der Antibiotika-Empfindlichkeit muss die  minimale
Hemmkonzentration (MHK) ermittelt werden. Diese Bestimmung kann mit Hilfe einer

Boulliondilution, einer Agardilution oder eines E-Tests erfolgen [81].

2.3 Epidemiologie von Clostridium difficile

Zur exakten Beschreibung der Epidemiologie von C. difficile ist eine Genotypisierung
der Isolate unabdingbar. Nur durch sie koénnen Ausbriche abgeklart und

Zusammenhange zwischen den Isolaten verschiedener Patienten erkannt werden.

2.3.1 Epidemiologie von Clostridium difficile im Erwachsenenalter

Die Inzidenz von CDI hat sich etwa seit dem Jahr 2000 deutlich geandert. Dies ist
unter anderem durch das erstmalige Auftreten eines hypervirulenten Stammes mit
dem Ribotyp 027 zu erklaren [46]. Im Jahr 2002 wurde eine europaweite Studie zur

Inzidenz von CDI an 212 Krankenhausern in 8 verschiedenen Landern durchgefuhrt.
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Im Durchschnitt wurde eine CDI Inzidenz von 11/10.000 Krankenhausaufnahmen
ermittelt [82]. In der Detailanalyse konnte herausgearbeitet werden, dass die
Inzidenz an Universitatskliniken / Kliniken der Maximalversorgung hoher war, als an
nicht universitaren Kliniken. Die Rate der Toxin-positiven Proben variierte jedoch
nicht zwischen den an der Studie teiinehmenden Krankenhausern. In den folgenden
Jahren erschienen Berichte Uber Ausbriche oder einzelne Falle von CDI, die auf den
Ribotyp 027 zurtckzuflihren waren, aus mehreren europaischen Landern [83-86]. In
Deutschland wurde der hypervirulente Stamm erstmals im September 2007
beobachtet. Die Letalitat lag bei 19% [87]. Barbut et al. fihrten im Jahr 2005 eine
prospektive Studie Uber 2 Monate an 38 Krankenhausern in 14 europaischen
Landern durch. Es konnten 411 Isolate gewonnen werden. Die Inzidenz von CDI war
in den teilnehmenden Kliniken sehr unterschiedlich und betrug durchschnittlich
2,45/10.000 Patiententage. Insgesamt lie3en sich 6,2% der Isolate dem Ribotyp 027
zuordnen, welchem eine Assoziation mit einem besonders schweren
Krankheitsverlauf nachgewiesen werden konnte [88]. In einer Nachfolgestudie
wurden 2008, fur den Zeitraum von 1 Monat, prospektive Daten in 34 verschiedenen
europaischen Landern von 97 Krankenhausern erhoben. Analysiert wurden 389
Isolate. In dieser Studie ermittelten Bauer et al. im Durchschnitt eine Inzidenz von
4,1/10.000 Patiententage flr stationare Patienten [89]. Insgesamt konnten 65
verschiedene Ribotypen identifiziert werden. Die haufigsten Ribotypen waren:
014 (16%), 001 (9%) und 078 (8%). Der Anteil des Ribotyps 027 betrug 5%. Als
pradisponierend fur eine schwere CDI wurden die Ribotypen 018 und 056 erkannt.
Insgesamt schien der Anteil des Ribotyps 027 an allen schweren CDI in den letzten
Jahren eher racklaufig zu sein [90, 91]. Nach dem ersten Ausbruch von C. difficile
Ribotyp 027 in den Niederlanden im Jahr 2005 startete man dort ein nationales
Uberwachungsprogramm fiir C. difficile und entwickelte nationale Leitlinien zur
Diagnostik und Therapie. Durch dieses Konzept konnte der Prozentsatz der
Infektionen mit C. difficile Ribotyp 027 auf 3% aller CDI in der ersten Jahreshalfte
2009 reduziert werden [92]. Eine Auswertung der Infektionsschutzgesetz-
Surveillancedaten von 2013 zu schwer verlaufenden CDI in Deutschland (aulder
Sachsen) ergab in fast allen Bundeslandern eine deutliche Zunahme der Inzidenz

schwerer CDI im Vergleich zum Vorjahr. Dartuber hinaus konnte festgestellt werden,

14



Einleitung

dass der Ribotyp 027 weiterhin eine infektionsepidemiologisch bedeutsame Rolle in
Deutschland spielt [93]. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass C. difficile im
Verlauf der letzten Jahre zum bedeutendsten nosokomialen Durchfallerreger
geworden ist. Die Auswertung des deutschlandweiten Krankenhaus-Infektions-
Surveillance-Systems (KISS) mit tGber 800 teilnehmenden Kliniken im Jahr 2011
ergab, dass die Gefahr einer nosokomialen CDI im Vergleich zu einer nosokomialen
Infektion mit einem Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) doppelt so
hoch ist. Die Inzidenzdichte einer nosokomialen CDI lag bei 0,47/1.000
Patiententage, die einer nosokomialen MRSA-Infektion bei 0,24/1.000 Patiententage
[94, 95]. CDI sind im Vergleich zu MRSA-Infektionen das viel groRere

infektionsepidemiologische Problem.

Die Entwicklung der Epidemiologie war gepragt durch die Zunahme der
Inzidenzdichte von C. difficile, das vermehrte Auftreten schwerer Infektionen mit
hoher Morbiditat und Mortalitat sowie der epidemischen Ausbreitung hypervirulenter

Stamme des Ribotyps 027.

2.3.2 Epidemiologie von Clostridium difficile im Kindesalter

Neugeborene und Sauglinge

Die erste Studie zur Epidemiologie von C. difficile in der Padiatrie wurde 1982 von
Larson und Kollegen verodffentlicht. In dieser Untersuchung analysierte man
Stuhlproben von 451 Neugeborenen. In 52% der Falle wurde eine Besiedelung mit
C. difficile nachgewiesen. Als Ursprung der Kolonisation wurde eine Kontamination
des direkten Patientenumfeldes mit C. difficile identifiziert [4]. Diese Erkenntnisse
konnten 1984 durch eine ahnliche Studie von Al-Jumaili und Kollegen bestatigt
werden [96]. Im Jahr 1997 fuhrten Enad und Kollegen eine vier Monate andauernde
prospektive Studie durch. Es gelang 87 Isolate zu analysieren. Als Toxin-positiv
stellten sich 52% (45/87) der C. difficile Stamme heraus. Erstmals wurden in dieser
Studie mikrobiologische Testergebnisse mit klinisch erhobenen Daten verknUpft.
Neugeborene, in deren Stuhlproben Toxin-positive C. difficile Isolate nachgewiesen

werden konnten, waren deutlich kleiner und weniger altersgerecht entwickelt, als
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Vergleichspersonen mit dem Nachweis eines Toxin-negativen C. difficile Stammes
[97].

Neugeborene weisen einen sterilen Darm auf, der innerhalb der ersten Lebenstage
und Wochen mit bestimmten Bakterienspezies besiedelt wird. Erst die Darmflora
eines einjahrigen Kindes ahnelt der eines Erwachsenen [98]. Vor dem
13. Lebensmonat finden sich besonders haufig asymptomatische Besiedelungen mit
C. difficile (26 — 100%) [3, 99]. Asymptomatische Sauglinge, die C. difficile
ausscheiden, werden als ein infektionsepidemiologisch bedeutsames Reservoir
toxinogener C. difficile Stamme in Betracht gezogen [100]. Dennoch lie3en sich in
einer von Tang und Kollegen 2005 durchgefuhrten Studie keine Unterschiede in
Bezug auf die klinischen Parameter Fieber, Erbrechen und blutige Stlhle zwischen
Sauglingen mit einer Toxin-positiven CDI im Vergleich zu Kindern mit einem Alter

unter 1 Jahr ohne Nachweis von C. difficile feststellen [101].
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Abbildung 2: C. difficile Kolonisationsraten von gesunden Kindern; nach
Jangi et al. [98]
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Die Haufigkeit der Besiedelung mit C. difficile nimmt in der Gruppe der unter
einjahrigen mit zunehmendem Alter, wie in Abbildung 2 dargestellt ist, ab. Als
Ursache fur das Ausbleiben von Symptomen werden die Unreife der Enterozyten und

das Fehlen bzw. die fehlende Funktion des Toxin A-Rezeptors diskutiert [102].

Kinder und Jugendliche

Nach Langley et al. 2002 ist auch bei Kindern die CDI die haufigste Ursache fur eine
nosokomiale Diarrhoe [103]. Kim und Kollegen untersuchten in ihrer retrospektiven
Studie zwischen 2001 und 2006 insgesamt 4.895 Kinder mit CDI und konnten einen

Anstieg der Inzidenz im Untersuchungszeitraum beobachten.

o 71 6,9

N

6,2 6,5

»

5,8

()]

4,4

CDI Falle / 10.000 Patiententagen
N

2001 2002 2003 2004 2005 2006
Jahr

Abbildung 3: Inzidenz von CDI in der Padiatrie Uber die Jahre 2001 bis 2006; nach
Kim et al. [99]

Die Inzidenz betrug im Jahr 2001 4,4/10.000 Patiententage und erreichte 2006
6,5/10.000 Patiententage. Zwei Drittel der in die Studie eingeschlossenen Patienten
wiesen zudem eine chronische Erkrankung auf. Die Mortalitat stieg wahrend des

Beobachtungszeitraumes nicht an [99]. Khanna und Kollegen fuhrten in den Jahren
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von 1991 bis 2009 eine bevolkerungsbezogene Studie bei Kindern und Jugendlichen
mit einem Alter von 1 Monat bis 17,6 Jahren in Olmsted County in Minnesota durch,
in der es gelang die Isolate von 92 Patienten mit CDI zu gewinnen. In diese Arbeit
wurden nur Patienten eingeschlossen, die >3 ungeformte Stlhle pro Tag, einen
positiven Test auf C. difficile (EIA oder PCR) sowie keine andere mdgliche Ursache
der Durchfalle aufwiesen. Interessanterweise lag bei 75% der eingeschlossenen
Patienten eine ambulant erworbene Infektion vor. Auch in dieser Studie konnte ein
sehr deutlicher Anstieg der Inzidenz von CDI von 2,6/100.000 Personen
(1991 — 1997) auf 32,6/100.000 Personen (2004-2009) nachgewiesen werden [104].
Eine aktuellere retrospektive Studie von Duleba und Kollegen aus Polen, beschreibt
64 padiatrische CDI Falle, die zwischen Dezember 2010 und Februar 2012
diagnostiziert wurden. In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass mit 52%
die Mehrheit der C. difficile Infektionen ambulant erworben wurde. Insgesamt
konnten 2,7% aller Durchfallerkrankungen wahrend des Untersuchungszeitraumes

auf eine Infektion mit C. difficile zurickgefluhrt werden [64].
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Abbildung 4: Inzidenz infektioser Durchfalle pro 10.000 Hospitalisierungen; nach
Zilberberg et al. [105]

Auch Zilberberg und Kollegen konnten eindrucksvoll die Bedeutung von C. difficile
nachweisen. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass CDI ein haufigerer Grund fur
Durchfalle im Kindesalter sind als Salmonellen [105]. Dies konnte, wie in Abbildung 4
dargestellt ist, Uber den gesamten Untersuchungszeitraum beobachtet werden. Allen
erwahnten Studien zur Epidemiologie von C. difficile in der P&adiatrie der letzten
Jahre ist gemein, dass sie den Anstieg der Inzidenz und damit die wachsende
Bedeutung von C. difficile als Durchfallerreger bei Kindern und Jugendlichen
belegen. Dies war auch das Ergebnis weiterer Analysen zu diesem Thema [32,
106-108]. Daruber hinaus spielen ambulante Infektionsquellen eine zunehmend
wichtiger werdende Rolle. C. difficile ist somit bei jeder Art von Durchfallerkrankung

als maoglicher Verursacher in Betracht zu ziehen.
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2.4 Zielsetzung

C. difficile ist der haufigste Durchfallerreger bei erwachsenen Patienten. Daruber
hinaus konnte in den letzten Jahren eine steigende Bedeutung von C. difficile als
Ursache von Durchfadllen im Kindesalter beobachtet werden. Fur diese
Patientengruppe waren bisher nur wenige Daten bezuglich der klinischen
Manifestation und der Rolle der verschiedenen Ribotypen von C. difficile sowie der
Risikofaktoren, die eine Erkrankung beglnstigen, bekannt. Angesichts der
steigenden Fallzahlen von CDI im Kindesalter sowie der wenigen verfugbaren
Erkenntnisse Uber die Rolle von CDI im Kindesalter, gepaart mit den Mdglichkeiten,
die das Konsiliarlabor des Robert Koch Instituts fur C. difficile der Universitat des
Saarlandes bot, fiel 2012 die Entscheidung, die Bedeutung von C. difficile im
Kindesalter naher zu untersuchen. Um dieses vielschichtige Thema von mdglichst

vielen Seiten beleuchten zu kénnen, gliedert sich die vorgelegte Arbeit in drei Teile:
1. Klinische Kohortenstudie
2. Analyse der lokalen Epidemiologie von C. difficile
3. Methodenvergleich: sIpAST und PCR-Ribotypisierung

Ziel der klinischen Kohortenstudie war es, die in den mikrobiologischen und
virologischen Laboren gewonnen Daten der Patienten, die Laborbefunde sowie die
klinische Symptomatik zu erfassen, um ein umfassendes Bild der Patienten
gewinnen zu konnen. Daruber hinaus sollten Unterschiede zwischen bestimmten
Patientenuntergruppen analysiert werden. Die retrospektive Datenanalyse hatte zum
Ziel langfristige Entwicklungen der Epidemiologie von C. difficile in der Padiatrie zu
untersuchen. Zu diesem Zweck konnte auf Daten der vergangenen 13 Jahre
zuruckgegriffen werden. Fragestellungen, wie die Entwicklung der Verteilung der
Ribotypen Uber das letzte Jahrzehnt, aber auch deren Verteilung im
Erwachsenenalter im Vergleich zum Kindesalter standen im Mittelpunkt dieser
Analysen. Der Methodenvergleich sollte dazu beitragen, neue Verfahren in der
Analyse der gewonnen C. difficile Isolate zu etablieren, die eine exakte und schnelle

Bestimmung sowohl des Ribotyps, als auch des Toxinstatus der Proben erlauben.
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Da durch die PCR-Ribotypisierung ein detaillierterer Einblick in die Verteilung der
Ribotypen ermdglicht wurde, konnten diese Erkenntnisse dazu genutzt werden, den
durch die retrospektive Datenanalyse gewonnen Einblick in die Verteilung der

Ribotypen weiter zu vertiefen.
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3 Klinische Kohortenstudie

3.1 Material und Methoden

Die retrospektive Datenerfassung erfolgte durch die Analyse der Arztbriefe sowie der
digitalen Patientenakten. Im prospektiven Teil der Studie konnten die Daten sowohl
durch Begutachtung der Arztbriefe und digitalen Patientenakten gewonnen werden,
als auch durch Gesprache mit den Patienten, deren Eltern, den behandelnden Arzten
und dem  Pflegepersonal. Die Studie erstreckte sich Uber den
Untersuchungszeitraum von 01.01.2010 bis 31.10.2013. Die Datenerfassung erfolgte
vom 01.01.2010 bis 31.10.2012 retrospektiv. Ab 01.11.2012 bis 31.10.2013 wurden
alle Stuhlproben der Padiatrie auf C. difficile hin untersucht und die Daten konnten
prospektiv gewonnen werden. Um in die Studie eingeschlossen zu werden, mussten

die Patienten folgende Merkmale aufweisen:

Nachweis von C. difficile in einer Stuhlprobe

Patientenalter zwischen 12 Monaten und <18 Jahren

kein Nachweis von C. difficile in den vorausgehenden 4 Wochen

Einverstandniserklarung der Eltern zur Studienteilnahme (siehe Anhang 10.2)

Die Daten wurden mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens (Case Report Form)
erhoben (siehe Anhang 10.3).

Durchfalle der Studienteilnehmer wurden als schwere Diarrhoe bezeichnet, wenn sie
im retrospektiven Abschnitt der Untersuchung im Arztbrief als Diagnose erwahnt
wurden. Im prospektiven Teil waren drei ungeformte Stlhle an einem Tag das
Kriterium fur die Vergabe dieser Bezeichnung. Als Infektionsart wurde eine ambulant
erworbene Infektion von einer nosokomialen Infektion unterschieden. Ambulant
erworben bedeutete, dass der Patient die ersten Symptome einer CDI innerhalb der
ersten 48 Stunden nach stationarer Aufnahme aufwies. Unter einer nosokomial
erworbenen Infektion verstand man eine Infektion, deren Symptome erst ab dem

dritten Tag einer stationaren Behandlung auftraten.
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Die statistische Auswertung der erhobenen qualitativen Daten erfolgte durch den
exakten Chi-Quadrat-Test (Fisher-Yates-Test). Die stetigen Daten konnten bei
Gegenuberstellung von zwei Gruppen mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann-
Whitney-U-Test) analysiert werden. Wurden drei verschiedene Gruppen miteinander
verglichen, so wurde die statistische Auswertung mit einem Kruskal-Wallis-Test
(H-Test) durchgefuhrt. Als signifikant wurden Unterschiede zwischen den

verglichenen Gruppen ab einem p-Wert <0,05 betrachtet.

Soweit im Text nicht anders angegeben, werden die Ergebnisse auf folgende Weise

dargestellt:
* Qualitatives Merkmal der Patienten: x% (n = y/z) oder (n = y/z; x%)

o X entspricht dem Prozentsatz der Patienten, auf die das qualitative
Merkmal zutrifft, bezogen auf alle Kinder und Jugendlichen, zu denen

Informationen bezlglich dieses Merkmals ermittelt werden konnten

o ,Y* entspricht der Anzahl der Studienteilnehmer, auf die das qualitative

Merkmal zutrifft

““

o ,Z° entspricht der Anzahl der Studienteilinehmer, zu denen
Informationen bezuglich des qualitativen Merkmals erhoben werden

konnten

* Quantitatives Merkmal: Median (Spannweite: Minimum - Maximum; IQR:

Interquartilsabstand)

Die Bestimmung des Ribotyps der C. difficile lIsolate erfolgte mittels sIpA-
Sequenzierung (siehe 5.1.4). Der Toxinnachweis erfolgte durch einen EIA oder den
Nachweis der Toxingene (tcdA, tcdB, bzw. cdtA, cdiB) mittels PCR.
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Die antibiotische Vorbehandlung der Studienteilnehmer wurde nach folgendem

Schema den genannten Kategorien zugeordnet:
* Penicilline: unter dieser Antibiotikaklasse wurden erfasst:
o Penicillin G
o Piperacillin-Tazobactam
o Aminopenicilline
* Cephalosporine
* Aminoglykoside
* Andere: diese Kategorie beinhaltete:
o Makrolide
o Lincosamide
o Nitrofurane
o Glykopeptide
o Dihydrofolatreduktasehemmer
o Nitromidazole

o Sulfonamide
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Beschreibung des Patientenkollektives

Tabelle 2: Beschreibung des Patientenkollektives

™" patientenkollektiv (N=115)
I O o M | (N=43/118) 36,7%] (NS75/118) 63,3% 1
2,9 (1,0-17,9)

GroRe [Median (Range)] [Perzentile]

(N=13/73) 17,8%

(N=13/85) 15,3%

(n=46/112) 41,1%

(n=76/109) 69,7%

- (n=43/101)426%
(n=46/103) 44,7%

(n=25/86) 29,1%

(n=31/84) 36,9%

(n=11/31) 35,5%

(n=4/31) 12,9%
871301y

CRP [Median (Range)] [mg/dl]

Kalium [Median (Range)] [mmol/1]
Therapie

C. difficile Therapie

Behandlungstage nach CDI Diagnose

[Median (Range)]

stationare Behandlungstage

[Median (Range)]

10,4 (0.3-301,0)

4 (1-90)

Allgemeine Angaben

Insgesamt konnten 118 C. difficile-positive Patienten in die Studie eingeschlossen

werden, wovon 80 Patienten dem retrospektiven Teil der Studie
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(01.01.2010 — 31.10.2012) und 38 dem prospektiven Abschnitt der Untersuchung
(01.11.2012 — 31.10.2013) zugehorten, davon 75 Jungen (63,6%) und 43 Madchen
(36,4%).
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Abbildung 5: Ubersicht der Anzahl der Patienten in den Altersgruppen von 12
Monaten bis unter 2 Jahren, von 2 -<8 Jahren und von 8-<18 Jahren
(a), Boxplot Uber Patientenalter zum Zeitpunkt der Probenabgabe (b)

Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Abgabe der Stuhlprobe im Median 2,9
Jahre (1,0 — 17,9; IQR: 7,1) alt. Die 25. Perzentile lag bei 1,5 Jahren und die
75. Perzentile bei einem Alter von 8,6 Jahren. Somit befand sich die Mehrheit der in
die Studie eingeschlossenen Patienten in einem Alter zwischen 1 und 3 Jahren. Die
Studienteilnehmer wurden nach ihrem Alter zum Zeitpunkt der Probenabgabe in drei

Altersklassen gruppiert:
* 12 bis 24 Monate
e 2 Jahre bis <8 Jahre

e 8 Jahre bis <18 Jahre
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Die groldte dieser drei Gruppen war die Altersklasse der Patienten von 12 Monaten
bis <2 Jahren mit 46 Mitgliedern, gefolgt von der Gruppe der 2 bis <8-jahrigen
Studienteilnehmer mit 37 Patienten. Die kleinste Fraktion stellen die Patienten von 8
bis <18 Jahren mit 35 Personen. Der Median der GroRe der Studienteilnehmer
befand sich auf der 32. Perzentile (3 — 97; IQR: 38). Ein Viertel der Patienten lag
unter der 16. Perzentile und ein Viertel war grofRer als die 54. Perzentile. Kleiner als
es die 3. Perzentile angibt waren 3 Patienten. Diese Patienten konnten in der
Berechnung des Medians und der Quantile nicht berucksichtigt werden. Bezuglich
ihres Gewichtes lagen die Studienteilnehmer im Median auf der 12. Perzentile
(6 — 70; IQR: 10). Das 25%-Quantil lag auf der 10. Perzentile und das 75%-Quantil
auf der 20. Perzentile. Auch hier befanden sich 3 Patienten unter der
3. Perzentile und konnten deshalb in der Berechnung der statistischen Parameter
nicht einbezogen werden. Gleiches gilt fur 2 Studienteilnehmer, deren Gewicht

oberhalb der 97. Perzentile lag.

In 56 von 118 (47,5%) Fallen lag, nach den oben genannten Definitionen, eine

ambulant erworbene und in 62 von 118 (52,5%) Fallen eine nosokomiale CDI vor.
Anamnese

Haufigster Grund flr die stationare Aufnahme der Studienteilnehmer waren akute
gastrointestinale Infektionen (n = 20/118; 16,9%) gefolgt von respiratorischen
Infektionen (n = 11/118; 9,3%). Das Vorliegen mindestens einer Koinfektion konnte
bei 46 Patienten (n = 46/112; 41,1%) beobachtet werden. Demgegenuber standen 66
Patienten (n = 66/112; 58,9%), die keine Koinfektion aufwiesen. Mit 83 Kindern und
Jugendlichen (n = 83/101; 82,2%) wies die Uberwiegende Mehrheit der Patienten

mindestens eine Grunderkrankung auf.
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Abbildung 6: Absolute und relative Verteilung der Grunderkrankungen im
Patientenkollektiv

Die Gruppe der kardiologischen Grunderkrankungen beinhaltete mit 30 (25,4%)
Patienten die meisten Kinder und Jugendlichen, gefolgt von der Gruppe der
onkologischen Erkrankungen mit 27 (22,9%) Patienten, von denen 24 (20,3% aller
Patienten) zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine Chemotherapie erhielten. In die
Studie wurden 11 (9,3%) Patienten mit cystischer Fibrose (Mukoviszidose)
eingeschlossen. Genetische (syndromale) Grunderkrankungen und chronisch-
entzundliche Darmerkrankungen spielten mit 11 (9,3%) bzw. 4 (3,4%) Patienten eine

untergeordnete Rolle.

Vier Wochen vor der Abnahme der ersten C. difficile-positiven Stuhlprobe wurden
69,7% (N = 76/109) aller Patienten antibiotisch therapiert. Insgesamt 5 Patienten
erhielten eine dauerhafte antibiotische Prophylaxe der Pneumocystis-Pneumonie mit
Cotrimoxazol aufgrund einer onkologischen Grunderkrankung. Die Anzahl der
dokumentierten Antibiotikatage bis zur diagnostischen Abklarung von dunnflissigen
Stlihlen lag im Median bei 5 Tagen (1 — 38; IQR: 5).
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Abbildung 7: Verteilung der in der Vortherapie verwendeten Antibiotikaklassen

Die am haufigsten eingesetzten Antibiotika waren Cephalosporine (n = 27/70; 38,6%)
gefolgt von Penicilinen (n = 23/70; 32,9%) und den anderen Antibiotika
(n = 21/70; 30,0%). Daruber hinaus wurden Aminoglykoside (n = 12/70; 17,1%) und
Carbapeneme (n = 8/70; 11,4%) eingesetzt. Aus diesen Daten ergibt sich, dass
manche Studienteilnehmer eine antibiotische Therapie mit mehr als einem

Antibiotikum vor der CDI erhielten.

Symptomatik

Alle, in die Studie eingeschlossenen Patienten, wiesen diunnflissige Stuhle auf, da
erst dieses Symptom zur Einleitung der Stuhldiagnostik fuhrte. Schwere Durchfalle
konnten mit 42,6% (n = 43/101) nur in der Minderheit aller Falle gefunden werden.
Auch Fieber (n = 25/60; 41,7%), Bauchschmerzen (n = 25/86; 29,1%) und Erbrechen
(n = 39/97; 40,2%) wurden bei weniger als der Halfte der Patienten beobachtet.
Bezuglich des Allgemeinzustandes der Patienten zeigte sich ein gespaltenes Bild. In
gutem Allgemeinzustand prasentierten sich 55,3% (N = 57/103) der Kinder und
Jugendlichen, dem gegenuber wiesen 44,7% (N = 46/103) der Studienteilnehmer
einen reduzierten Allgemeinzustand auf. Lebensbedrohliche Komplikationen, wie ein
toxisches Megakolon, eine Darmperforation oder eine Peritonitis wurden nicht
beobachtet.
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Stuhldiagnostik

Im prospektiven Teil der Studie wurden 305 Stuhlproben innerhalb eines Jahres auf
C. difficile untersucht. Davon waren 49 Tests (16,1%) der Proben von 44
unterschiedlichen Patienten positiv. Die Aufnahmekriterien der Studie erflllten in
diesem Zeitraum 38 Patienten. Alle nicht bertcksichtigten Patienten waren

<12 Monate alt.

Der Nachweis eines viralen Kopathogens gelang in den Stuhlproben von 36,9%
(n = 31/84) aller Kinder und Jugendlichen. Besonders haufig wurden als virale
Kopathogene Adenoviren dokumentiert (n = 14/31; 45,2%). An zweiter Stelle folgten
Noroviren (n = 11/31; 35,5%). Einen ahnlich groflen Anteil bestritten Rotaviren
(n = 8/31; 25,8%). Eine untergeordnete Rolle als virale Kopathogene spielten mit
12,9% (n = 4/31) Astroviren.

Der Nachweis eines toxinogenen C. difficile Stammes konnte in 64,4% (n = 76/118)
aller Falle durch den EIA oder die PCR gefuhrt werden.
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Abbildung 8: Ergebnisse der Resistenztestung der C. difficile Isolate auf
Clarithromycin, Metronidazol, Moxifloxacin,  Rifampicin  und
Vancomycin

Die Antibiotika-Resistenztestung wurde fur funf verschiedene Antibiotika, sofern
verfugbar nach dem EUCAST-Standard, durchgefuhrt. Alternativ wurde der CLSI-

Standard verwendet. Die Resistenztestung ergab folgende Ergebnisse:

* Clarithromycin: 78,0% (n = 32/41) aller getesteten Stamme waren sensibel

gegenuber diesem Antibiotikum

* Gegenuber Metronidazol waren alle getesteten Isolate sensibel
(n =54/54; 100%)

* Moxifloxacin: mit Ausnahme von 3 C. difficile Stammen waren alle getesteten
Erreger sensibel (n = 39/42; 92,9%)

* Rifampicin: 97,4% (n = 38/39) aller Isolate waren sensibel gegenuber diesem
Antibiotikum

* Vancomycin: alle getesteten Stamme waren sensibel (n = 54/54; 100%)
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Ergebnisse der Ribotypisierung
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Abbildung 9: Relative Verteilung der sIpA-Ribotypen im Patientenkollektiv (n = 118)

Den groliten Anteil der Infektionen bestritt die Gruppe der anderen sIpA-Ribotypen
mit 42,4% (n = 50/118). Darin enthalten waren relativ seltene, so genannte nicht
epidemische Ribotypen. Zusammen bildeten die slpA-Ribotypen 010/014 mit 15,3%
(n =18/118) und 014/066 mit 13,6% (n = 16/118) eine etwa ahnlich groRe Gruppe.
Die slpA-Genotypen 031/094 mit 8,5% (n = 10/118) und 001 mit 7,6% (n = 9/118)
sowie 078 mit 6,8% (n = 8/118) waren wesentlich seltener zu finden. Eine
untergeordnete Rolle spielten die sIpA-Ribotypen 002 mit 3,4% (n = 4/118), 017 mit
1,7% (n = 2/118) und smz mit 0,8% (n = 1/118). Der hypervirulente slpA-Ribotyp 027

wurde nicht nachgewiesen.

Laborbefunde

Der Median der Leukozyten-Werte lag mit 8,7x10%1 (0,1 — 30,1; IQR: 5,4) innerhalb
des altersentsprechenden Normbereiches (4,0 — 10,0x10%1). Gleiches galt fiir die
dokumentierten Kaliumwerte, mit einem Median von 4,5 mmol/l (2,8 — 6,3 mmol/l;
IQR: 0,7) (Normbereich: 3,6 — 5,2 mmol/l).
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Der Wert des C-reaktiven Proteins (CRP) befand sich im Median bei 10,4 mg/dI
(0,3 — 301,0; IQR: 33,9) und somit aulRerhalb des sich von 0 - 5 mg/d| erstreckenden

Normbereiches.

Die Leukozyten-Werte lagen bei 33,9% (n = 37/109) der Studienteilnehmer oberhalb
und bei 14,7% (n = 16/109) unterhalb des Referenzbereiches. Erhdhte Werte fur das
CRP konnten fur 63,3% (n = 69/109) der Kinder und Jugendlichen festgehalten
werden. Eine Hypokaliamie wiesen 7,5% (n = 8/106) Patienten auf, eine
Hyperkalidmie 10,4% (n = 11/106).

Therapeutische Intervention

Eine gegen die CDI gerichtete Therapie wurde nur selten durchgefuhrt. Nur 23,9%
(n = 27/113) der Patienten wurden aufgrund ihrer CDI behandelt und zwar in 59,3%
(n = 16/27) mit Metronidazol i.v. oder p.o., sowie in 33,3% (n = 9/27) der Falle mit
Vancomycin p.o.. In 7,4% (n = 2/27) der analysierten Therapieverlaufe genugte das
Absetzen des zuvor verabreichten Antibiotikums als therapeutische Intervention.

Eine chirurgische Intervention war bei keinem Studienteilnehmer notwendig.

Die Dauer des stationaren Aufenthaltes der Studienpatienten betrug nach Diagnose
der CDI im Median 4 Tage (1 — 90, IQR: 7,5). Insgesamt wurden die Patienten im
Median 8 Tage (1 — 154, IQR: 10,0) hospitalisiert.
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3.2.2 Nosokomiale Infektionen vs. ambulante Infektionen

Tabelle 3: Vergleich ambulant erworbener CDI vs. nosokomial erworbener CDI

Infektionsart ambulant nosokomial
(N=56) (N=62)

Allgemein Angaben

Alter [Median (Range)] 2,2 (1,0-17,9) 4,9 (1,0-17,6) p=0,042

[Perzentile]
GroRe <3. Perzentile (N=4/36) 11,1% (N=9/37) 24,3%
Gewicht [Median (Range)]
[Perzentile]

Chemotherapie

(N=4/42) 9,5% (N=9/43) 20,9%

n.s.

(n=28/53) 52,8% (n=18/59) 30,5% p=0,021

(n=11/56) 19,6% (n=16/61) 26,2%

(n=10/56) 17,8% (n=20/61) 32,8%

Aminoglykosid

(n=11/28) 39,3% (n=12/42) 28,6%

(n=2/28) 7,1% (n=10/42) 23,8%

- p=0,008
n.s.
s
n.s.
- p=0,003
n.s.
~ ns.
n.s.
sonstige s
Antibiotikatage 3 (1-38) 7 (3-14) p=0,034
[Median (Range)]
Symptomatik I R

schwere Durchfalle (n=26/51) 51,0% (n=17/50) 34,0% n.s.
- (n=27/51)52,9%  (n=19/52)36,5% ns.
(n=24/46) 52,2% (n=15/51) 29,4% p = 0,025

Stuhldiagnostik

- ons.
virales Kopathogen - (n=19/48)39,6%  (n=12/37)324%  ns.

I TINCEDIEEIEDN  (n=36/56) 64,3% (n=42/62) 67,7% n.s.

Laborbefunde I
Leukozyten [Median 8,8 (0,1-30,1) 8,4 (0,5-16,3) n.s.

(Range)] [x10%/1]
[mg/dl]

Kalium [Median (Range)] 4,5 (2,8-5,4) 4,4 (2,9-6,3) n.s.
[mmol/l]

! ! |

C. difficile Therapie (n=10/53) 18,9% (n=17/60) 28,3% n.s.
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Allgemeine Angaben

Das Alter der Patienten wies einen signifikanten Unterschied im Vergleich beider
Gruppen auf (p = 0,042). In beiden Kategorien reichte die Altersspanne von 1 Jahr
bis zu fast 18 Jahren. Damit war das gesamte Altersspektrum, welches durch die
Einschlusskriterien zugelassen wurde, in beiden Gruppen reprasentiert. Auffallend
war, dass in der Klasse der ambulant erworbenen Infektionen die Patienten mit im
Median 2,2 Jahren (1,0 — 17,9, IQR: 2,9) deutlich jonger waren als die
Studienteilnehmer in der Gruppe der nosokomial erworbenen Infektionen mit
4,9 Jahren (1,0 - 17,6, IQR: 9,0).

Anamnese

Koinfektionen mit anderen Erregern lieRen sich in der Gruppe der ambulant
erworben CDI (n = 28/53; 52,8%) signifikant haufiger beobachten als in der Gruppe
der nosokomialen Infektionen (n = 18/59; 30,5%) (p = 0,021). In der Untergruppe der
nosokomial erworbenen CDI fanden sich signifikant haufiger Patienten mit einer
Grunderkrankung (n = 50/61; 82,0%) als in der Klasse der ambulanten Infektionen
(n = 33/56; 58,9%) (p = 0,008).

Eine Antibiotikavorbehandlung in den vier Wochen vor Diagnose der CDI fand
signifikant haufiger in der Gruppe der nosokomial erworbenen Infektionen statt. In
dieser Gruppe wurden 82,5% (N = 47/57) der Studienteilnehmer antibiotisch
vorbehandelt, wohingegen dies nur fur 55,8% (N = 29/52) der Patienten in der
Gruppe der ambulanten CDI zutraf (p = 0,003).

Untersuchte man die Dauer der antibiotischen Therapie vor der Abgabe der positiven
Stuhlprobe, so liel sich feststellen, dass die Anzahl der Antibiotikatage bei Patienten
mit ambulant erworbener CDI mit im Median 3 Tagen (1 — 38, IQR: 5,8) signifikant
niedriger war als bei Patienten mit nosokomial erworbener Infektion (p = 0,034). Der
Median der zuletzt genannten Untergruppe befand sich bei 7 Tagen (3 — 14,
IQR: 6,0). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen

bezuglich der eingesetzten Antibiotikaklassen.
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Symptomatik

Kinder und Jugendliche mit ambulant erworbener CDI litten signifikant haufiger an
Erbrechen (n = 24/46; 52,2%) als Studienteilnehmer, die im weiteren Verlauf ihres

stationaren Aufenthaltes positiv getestet wurden (n = 15/51; 29,4%) (p = 0,025).

Laborbefunde

Die CRP-Werte der Patienten mit einer ambulant erworbenen Infektion lagen mit
einem Median von 6,1 mg/dl (0,1 — 301,0, IQR: 22,0) signifikant unter denen, der
Kinder und Jugendlichen mit nosokomialen Infektionen, deren CRP-Werte sich im
Median bei 14,5 mg/dl (0,1 — 210,4, IQR: 48,6) befanden (p = 0,026).

Therapeutische Intervention

Die Dauer der stationaren Behandlung nach der Abgabe einer positiv getesteten
Stuhlprobe unterschied sich signifikant zwischen beiden gegenubergestellten
Kategorien. Wahrend bei einer ambulant erworbenen CDI im Median 2
Behandlungstage (1 - 42; IQR: 4,0) genugten, bendtigten die Kinder und
Jugendlichen, welche eine nosokomial erworbene Infektion hatten, im Median 4
Behandlungstage (1 — 90; IQR: 7,0) (p = 0,002). Allerdings lasst sich in der zuletzt
genannten Gruppe nicht sicher sagen, ob die CDI sich auf die Dauer der stationaren

Behandlung ausgewirkt hat. Hierzu ware eine eigene Fall-Kontroll-Studie notig.
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Ergebnisse der Ribotypisierung: ambulant vs. nosokomial erworbene CDI
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Abbildung 10: Gegenuberstellung der Ribotypen: ambulant vs. nosokomial,
* p <0,001
Am haufigsten konnten in beiden Gruppen die anderen slpA-Ribotypen mit 41,8%
(n = 23/55) bzw. 41,0% (n = 25/61) nachgewiesen werden. Der slpA-Ribotyp 078 trat
in 9,8% (n = 6/61) aller nosokomialen Infektionen und nur in 3,6% (n = 2/55) aller
ambulant erworbenen Erkrankungen auf. Ein ahnlicher Trend konnte fur den
slpA-Ribotyp 014/066 beobachtet werden, mit 19,7% (n = 12/61) versus 7,3%
(n = 4/55). Der slpA-Genotyp 031/094 verursachte 16,4% (n = 9/55) der ambulanten
Infektionen und damit signifikant mehr als nosokomiale CDI (n = 1/61; 1,6%)
(p <0,001). Der Anteil des slpA-Ribotyps 001 an den ambulant erworbenen CDI war
mit 10,9% (n = 6/55) etwa doppelt so hoch im Vergleich zu dessen Anteil an den
nosokomial erworbenen Erkrankungen mit 4,9% (n = 3/61) der Falle. Die Ubrigen

slpA-Genotypen waren in beiden Untergruppen etwa gleich stark vertreten.
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3.2.3 Patienten mit Grunderkrankung vs. Patienten ohne Grunderkrankung

Tabelle 4: Vergleich der Patienten mit Grunderkrankung vs. ohne Grunderkrankung

mit Grund- ohne Grund-
erkrankung (N=83) [ erkrankung (N=34)

Allgemeine Angaben

Alter [Median (Range)] 4,3 (1,1-17.9) 1.5 (1.0-14.0) p<0.001

[Perzentile]

Grolke <3. Perzentile (N=13/52) 25,0% (N=0/21) 0% p=0,014

[Perzentile]
(N=13/58) 22,4% (N=0/27) 0% p=0,007
(n=23/81) 27,1% (n=23/31) 74,2% p<0,001
| Grunderkrankung P GEsRERE 4
(n=27/83) 32,5% - -
B C O (n=24/83)289% - -

(n=30/83) 36,1%

kard. Grunderkrankung
Antibiotika Vorbehandlung

~ (n=19/31)61,3% ns.
(n=18/53) 34,0% (n=5/17) 29,4% n.s.
- (n=14/17)82,3%  p=0,049
(n=9/53) 17,0% (n=3/17) 17,6% n.s.
- (n=4117)235%  ns.
! ] |

(n=27/69) 39,1% (n=16/32) 50,0% n.s.

(n=22/66) 33,3% (n=17/31) 54,8% p=0,049
- ons.
~ (n=18/58)31,0%  (n=13/26)50,0% ns.
(n=52/83) 62,6% (n=26/34) 76.5% n.s.

! | |

Leukozyten [Median 7,7 (0,1-26) 10,2 (4,7-30,1) p = 0,003

(Range)] [10/1]

CRP [Median (Range)]
[mg/dl]
Kalium [Median (Range)] 4,4 (2,8-6,3) 4,7(3,6-5,6) p=0,007
[mmol/l]

- ! | |

C. difficile Therapie (n=25/82) 30,5% (n=2/31) 6,4% p=0,007

reduzierter AZ

' - (n=17/53)32,1%
Antibiotikatage [Median 5 (1-14) 4 (1-38) n.s.
(Range)]

nach CDI Diagnose
[Median (Range)]
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Allgemeine Angaben

Die beiden gegenubergestellten Untergruppen des Patientenkollektives
unterschieden sich statistisch signifikant bezuglich ihres Alters. Patienten mit einer
Grunderkrankung waren im Median 4,3 Jahre (1,1 — 17,9; IQR: 7,6) alt. Die
Studienteilnehmer ohne Komorbiditat waren mit im Median 1,5 Jahren (1,0 — 14,0;
IQR: 1,6) wesentlich junger (p <0,001).

Patienten mit einer Grunderkrankung waren signifikant kleiner als Kinder und
Jugendliche, die keine Komorbiditat aufwiesen (p = 0,001). Der Median der
Erstgenannten befand sich auf der 17. Perzentile (3 — 94; IQR: 38,5). Patienten, die
nicht auch aufgrund einer chronischen Erkrankung behandelt wurden, erreichten eine
mediane Grolde, welche der 43. Perzentile (9 — 97; IQR: 45,0) entsprach.

Betrachtete man das Gewicht der Patienten, so zeigte sich ein ahnliches Bild.
Studienteilnehmer mit einer Grunderkrankung (31. Perzentile; Spannweite: 3 — 89;
IQR: 47) waren signifikant leichter als Patienten ohne chronische Erkrankung
(50. Perzentile; Spannweite: 3 — 97; IQR: 36) (p = 0,010). Kinder und Jugendliche,
deren GroflRe oder Gewicht unterhalb der 3. Perzentile gemessen wurde, befanden

sich ausschlieBlich in der Kategorie der Patienten mit einer Grunderkrankung.
Anamnese

Insgesamt 74,2% (N = 23/31) aller Kinder und Jugendlichen ohne Grunderkrankung
wiesen wahrend des stationaren Aufenthaltes eine Koinfektion auf. Dieser Nachweis
konnte nur fur 27,1% (n = 23/81) aller Studienteilnehmer mit mindestens einer
Komorbiditat gefuhrt werden. Somit wurden Koinfektionen signifikant haufiger bei

Patienten ohne Grunderkrankungen gefunden (p <0,001).

FUr die antibiotische Vorbehandlung mit einem Cephalosporin ergab sich ein
statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,049). Insgesamt erhielten 82,3%
(n = 14/17) der Patienten ohne eine chronische Erkrankung ein Antibiotikum aus der
Gruppe der Cephalosporine. Dies war nur in 54,7% (n = 29/53) der Falle unter den

Studienteilnehmern mit einer Grunderkrankung zu beobachten.
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Symptomatik

Nur 37,0% (N = 27/73) aller Kinder und Jugendlichen mit einer Grunderkrankung
wurde durch den behandelnden Arzt wahrend ihres stationdren Aufenthaltes ein
reduzierter Allgemeinzustand attestiert. Dies traf fur 63,3% (N = 19/30) der
Studienteilnehmer ohne chronische Erkrankung zu (p = 0,017). In der Gruppe der
Patienten mit einer Komorbiditat trat mit 33,3% (n = 22/66) das Symptom Erbrechen
signifikant seltener auf (p = 0,049). Im Vergleich dazu konnte es fur 54,8%
(n = 17/31) der Studienteilnehmer in der Kategorie ohne chronische Erkrankung

dokumentiert werden.

Laborbefunde

Patienten mit einer Grunderkrankung wiesen einen signifikant niedrigeren
Leukozyten-Wert mit im Median 7,7x10%1 (0,1 — 26; IQR: 5,3) im Vergleich zu
Studienteiinehmern ohne chronische Erkrankung mit im Median 10,2x10%I
(4,7 — 30,1; IQR: 6,6) auf (p = 0,003). Die Ergebnisse der Bestimmung des
Serumkaliums der Patienten ergaben signifikante Unterschiede zwischen beiden in
diesem Kapitel gegenubergestellten Gruppen (p = 0,007). Patienten mit einer
Grunderkrankung hatten in 11,0% (n = 8/73) der Falle eine Hypokaliamie, bei den

Jugendlichen ohne chronische Erkrankung trat keine Hypokaliamie auf (n = 0/32).

Therapeutische Intervention

Die beiden Gruppen unterschieden sich bezlglich der Verweildauer der Patienten
nach der Diagnose der CDI signifikant (p <0,001). Wahrend Studienteilnehmer mit
einer Grunderkrankung im Median fur weitere 5 Tage (1 — 90; IQR: 7) nach Abgabe
der positiv getesteten Stuhlprobe hospitalisiert wurden, bendtigten die Patienten
ohne chronische Erkrankung im Median nur 1 Behandlungstag (1 — 20; IQR: 2) bis
zur Entlassung aus der stationdren Therapie. Besonders hervorzuheben ist, dass
Patienten mit einer Grunderkrankung signifikant haufiger therapiert wurden
(n = 25/82; 30,5%) als Kinder und Jugendliche ohne Komorbiditat (n = 2/31; 6,4%)
(p = 0,007).
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Ergebnisse der Ribotypisierung: Isolate von Patienten mit Grunderkrankungen vs.

Isolate von Patienten ohne Grunderkrankung
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Abbildung 11: Gegenuberstellung der Ribotypen: mit Grunderkrankung vs. ohne
Grunderkrankung

Bei Studienteilnehmern, die eine Grunderkrankung aufwiesen, konnten in 44,4%
(n = 36/81) aller Falle andere slpA-Ribotypen nachgewiesen werden. Dies gelang in
der Gruppe der Patienten ohne Grunderkrankung nur in einem Drittel der
untersuchten Proben (n = 11/34). Die slpA-Genotypen 031/094 und 001 waren in der
Gruppe der chronisch erkrankten Patienten (n = 5/81; 6,2% bzw. n = 5/81; 6,2%;)
schwacher vertreten als in der Gruppe der Patienten ohne Grunderkrankung
(n = 5/34; 14,7%; bzw. n = 4/34; 11,8%). Wesentlich haufiger bei Patienten mit
Grunderkrankungen im Vergleich zu Kindern und Jugendlichen, die diese nicht
aufwiesen, konnte der sIpA-Ribotyp 078 mit 8,6% (n = 7/81) der Falle im Vergleich zu
2,9% (n = 1/34) dokumentiert werden. Die Verteilung der restlichen slpA-Genotypen

wies nur geringflugige Unterschiede in beiden Gruppen auf.

41



Klinische Kohortenstudie

Patienten mit onkologischer Grunderkrankung vs. Patienten ohne onkologische

Grunderkrankung

Tabelle 5: Beschreibung der Patienten mit einer onkologischen Grunderkrankung

_ mit onkologischer Grunderkrankung
(N=27)

(n=1/27) 3,7%

(n=0/27) 0%

(n=2/27) 7,4%

Das mediane Alter der Patienten mit einer onkologischen Grunderkrankung lag bei
8,2 Jahren (1,5 — 17,9; IQR: 5,0). Die am haufigsten vertretenen Malignome waren
ALL mit 44,4% (n = 12/27) und solide Tumore aullerhalb des ZNS mit 33,3%

n = 9/27). Rezidive der onkologischen Grunderkrankungen wurden bei 29,6%

e

n = 8/27) der Kinder und Jugendlichen mit onkologischer Grunderkrankung

diagnostiziert.
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Tabelle 6: Vergleich der Patienten mit onkologischer Grunderkrankung vs. Patienten
ohne onkologische Grunderkrankung

mit onk. Grund- ohne onk. Grund-
erkrankung (N=27 erkrankung (N=90
|Anamnese ¢ ] | |

Antibiotika (n=24/27) 88,9% (n=52/82) 63,4% p=0,015
Vorbehandlung

 (n=24/25)96,0%  (n=0/90)0%  p<0,001
-

~ (n=9/17)52,9%  (n=34/84)40,5% ns.
(n=14/21) 66,7% (n=43/82) 52,4% n.s.

~ (n=35/82)42,7% ns.
(n=18/72) 25,0% n.s.
=

(n=7/14) 50,0%

Febrile Granulozytopenie

Stuhldiagnostik
virales Kopathogen (n=3/20) 15,0%
Toxin A (tcdA) und B (tcdB)

(n=8/27) 29,6% ] -

(n=28/64) 43,8% p=0,032

Laborbefunde
- (n=0/82)0%  ns.

(n=7/11) 63,6% n.s.

Eine Chemotherapie wurde bei fast allen Kindern und Jugendlichen mit einer

- (n=10/27)37,0%
| Neutropenie |G PR
- (n=16/27)59,3%

(n=9/16) 56,3%

onkologischen Grunderkrankung durchgefuhrt (n = 24/25; 96,0%) und bei keinem
Studienteilnehmer ohne onkologischer Grunderkrankung (p <0,001). Ein virales
Kopathogen konnte flr Patienten ohne Malignom in 43,8% (n = 28/64) der Falle
diagnostiziert werden. Dies gelang in der Vergleichsgruppe signifikant seltener
(n = 3/20; 15,0%) (p = 0,032). Eine Neutropenie trat bei 3,7% (1/27) der
Studienteilnehmer mit onkologischer Grunderkrankung auf. Eine C. (difficile-
spezifische Therapie wurde signifikant haufiger bei Kindern und Jugendlichen mit
onkologischer Grunderkrankung durchgefuhrt (n = 16/27; 59,3%) im Vergleich zu
Patienten, die diese nicht aufwiesen (n = 11/86; 12,8%) (p <0,001).
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Abbildung 12: Verteilung der slpA-Ribotypen der Isolate von Patienten mit
onkologischer Grunderkrankung wahrend des
Untersuchungszeitraumes (n = 27)

In den Stuhlproben der Patienten mit einer onkologischen Grunderkrankung wurden
Uber den Untersuchungszeitraum am haufigsten die anderen slpA-Ribotypen
festgestellt. Die Anzahl der CDI-Diagnosen pro Quartal schwankte zwischen 0 und 4.
Mit Ausnahme des ersten Quartals 2013, trat in einem Quartal nie ein eindeutiger

slpA-Ribotyp zweimal auf.
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3.2.4 Patienten mit Therapie vs. Patienten ohne Therapie (der CDI)

Tabelle 7: Gegenuberstellung: Patienten mit Therapie vs. Patienten ohne Therapie

mit Therapie ohne Therapie
N=27 N=86

Allgemeine An aben

Alter Medlan Range 8,3 (1.1-17.9) 2.2 (1.0-17.3)

Perzentile
Grole <3. Perzentile (N=11/56) 19,6%

Gewicht [Median (Range)]
Perzentile

 (=13550)260%  ns.

 (n=8/20)40,0%
Antibiotikatage [Median 6 (4-8) 3 (1-38) n.s.
Range

(N=2/10) 20,0%

(N=2/11) 18,2% (N=11/56) 19,6%

(n=40/85) 47,1% n.s.

(n=16/27) 59,3% (n=11/86) 12,8%

(n=1/27) 3,7% (n=29/86) 33,7%

(n=6/16) 37,5%

 (n=56/82)683%  ns.
(n=11/20) 55,0% (n=12/50) 24,0% =0,
 (n=35/50)70,0%  p=0,020

(n=10/50) 20,0% n.s.

(n=2/20) 10,0%

[Symptomatik ¢ | |
(n=12/19) 63,2% (n=31/81) 38,3% n.s.
~ (n=34/79)430%  ns.
(n=9/18) 50,0% (n=30/79) 38,0% n.s.
- (n=18/71)253%  ns.

 (n=6/21)28,6%  (n=23/59)39,0%  ns.
Toxin A (tcdA) (n=24/27) 88,9% (n=52/86) 60,5% p=0,009
und B (tcdB

! I
Leukozyten [Median 7,7 (0,1-26,0) 8,8 (0,5-30,1) n.s.
Range)] [x10%/I
CRP [Median (Range)]
mg/dI
Kalium [Median (Range)] 3,9 (2,8-5,0) 4,6 (3,2-6,3) n.s.

mmol/|
! I
C. difficile Therapie (n=27/27) 100% - =

stat. Behandlungstage

nach CDI Diagnose
Median (Range
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Anamnese

Von 27 therapiebedurftigen Patienten wies lediglich ein Studienteilnehmer eine
kardiologische Grunderkrankung (3,7%) auf. In der Gruppe der Patienten ohne
Therapie lag der Anteil dieser Patienten mit 33,7% (N = 29/86) signifikant hdher
(p = 0,001). Eine Grunderkrankung konnte fur 92,6% (n = 25/27) der Patienten
dokumentiert werden, die eine spezifische Therapie der CDI erhielten. In der Gruppe
der nicht therapierten Studienteilnehmer wiesen mit 66,3% (n = 57/86) signifikant

weniger Kinder und Jugendliche eine Komorbiditat auf (p = 0,007).

Symptomatik

In 63,2% (n = 12/19) der Falle gingen einer C. difficile spezifischen Therapie schwere
Durchfalle voraus. Diese konnten nur bei 38,3% (N = 31/81) der Kinder und

Jugendlichen ohne Therapiebedurftigkeit beobachtet werden.

Stuhldiagnostik

Statistisch signifikant haufiger gelang im EIA bzw. der PCR bei negativem
Testergebnis des EIA, der Toxinnachweis in der Kategorie der Patienten, die eine
C. difficile spezifische therapeutische Intervention erhielten (88,9%; n = 24/27), im
Vergleich zu den Studienteilnehmern, deren Infektion mit C. difficile nur durch
symptomatische Malinhahmen behandelt wurde (60,5%; N = 52/86) (p = 0,009).

Laborbefunde

Eine signifikante Diskrepanz zwischen beiden Gruppen liel} sich bezuglich der
CRP-Werte der Patienten feststellen (p = 0,025). Der Median der CRP-Werte der
Patienten, die eine spezifische Therapie der CDI erhielten, lag bei 24,6 mg/dI
(0,5 -301,0; IQR: 86,2), die Werte der Vergleichsgruppe lagen deutlich darunter, der
Median befand sich bei 6,9 mg/dl (0,2 — 162,7; IQR: 25,7).
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Therapie

Patienten mit einer gegen die CDI gerichteten Therapie verbrachten nach der
Diagnose der CDI im Median 6 Tage (1 — 90; IQR: 6) stationar bis zu ihrer
Entlassung aus dem Krankenhaus. Kinder und Jugendliche, die ausschlief3lich
symptomatisch therapiert wurden, konnten bereits im Median nach 3 Tagen (1 — 43;
IQR: 5) entlassen werden. Der Unterschied zwischen den beiden Vergleichsgruppen

war statistisch signifikant (p = 0,001).

Ergebnisse der Ribotypisierung: Isolate von Patienten mit spezifischer CDI Therapie

vs. Patienten ohne spezifische Therapie der CDI
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Abbildung 13: Gegenuberstellung der slpA-Ribotypen: Isolate von Patienten mit
spezifischer Therapie der CDI vs. Isolate von Patienten ohne
spezifische Therapie der CDI, * p <0,05

Patienten, die keine spezifische C. difficile Therapie erhielten, waren signifikant
haufiger mit einem der anderen slpA-Ribotypen (42,9%; n = 36/84) besiedelt als
Kinder und Jugendliche, bei denen eine gegen die CDI gerichtete Therapie
notwendig war (20,0%; N = 3/15) (p = 0,036). Des Weiteren ist auffallig, dass der
slpA-Genotyp 010/014 mit 16,7% (n = 14/84) in der Gruppe der nicht spezifisch
therapierten Falle deutlich haufiger zu finden war als in der Kategorie der Patienten
mit einer CDI spezifischen Therapie (n =1/15; 6,7%). Ein Drittel (n = 5/15) aller Falle
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mit einer gegen die CDI gerichteten Therapie wurde durch den sIpA-Ribotyp 014/066
verursacht. Dieser war im Vergleich nur fur 10,7% (n = 14/84) der Infektionen von
Kindern und Jugendlichen verantwortlich, die nicht spezifisch therapiert werden
mussten. Die bisher nicht genannten slpA-Genotypen waren in den beiden, in
diesem Abschnitt gegenlbergestellten Vergleichsgruppen, ungefahr gleich stark

reprasentiert.
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3.2.5 Vergleich der Patienten in drei Altersklassen

Tabelle 8: Vergleich der Studienteilnehmer in drei Altersklassen

Patientenalter [Jahre] 1-<2 (N=46) 2-<8 (N=37) 8-<18 (N=35) | Statistik |

AIIgememe Abgaben

| e e

[ Alter [Median (Range]] | [Medlan (Range)] 1,3 (1,0-1,9) 3,4 (2,1-7,9) 10,7 (8,2-17,9)

(Range)] [Perzentile]
Gréf&e <3. Perzentile (N=7/29) 24,1% (N=3/24) 12,5% (N=3/20) 15,0%

Range)] [Perzentile

BT | (N=5/33) 15,2% (N=3/30)10,0% (N=522) 22,7%
____

(n=24/44) 54,5% (n=15/34) 44,1% (n=7/34) 20,6% p=0,008
DT (n=24/46)52,2%  (n=27/36)75,0%  (n=32135)914%  p<0,001
(n=1/46) 2,2% (n=10/36) 27,8% (n=16/35) 45,7% p<0,001
————

(n=13/46) 28,3% (n=10/36) 27,8% (n=7/35) 20,0% n.s
Grunderkrankun

B e e T
Vorbehandlung

BT (=522) 22,7% (n=8/22) 36,4% (n=10/26) 38,5%
I 72 7 <o =T

(n=4/22) 18,2% (n=4/22) 18,2% (n=4/26) 15,4% n.s
———_

Antibiotikatage [Median 3 (1-9) 6 (1-38) 5(1-10)
Range

[sympromatic | ]
(n=17/42) 40,5% (n=15/31) 48,4% (n=11/28) 39,3% n.s.
DI AN (n=21/43)48,8%  (n=13129)448%  (1=12131)387%  ns.
(n=20/43) 46,5% (n=9/28) 32,1% (n=10/26) 38,5% n.s
T (n=436)11.10%  (1=1129)37.9%  (n=1021)47.6%  p=0,004
DO (=19/36)528%  (n=11/28)39,3%  (n=1/21)48%  p<0001

Toxin A (tcdA) und B (n=30/46) 65,2% (n=23/37) 62,2% (n=25/35) 71,4% n.s
tcdB

Laborbefunde |

Leukozyten [Medlan 9,5 (3,7-17,3) 8,8 (0,5-30,1) 7,0 (0,1-16,3) n.s
(Range)] [x10 /I]

mg/dl

Kalium [Median 4,7 (3,8-6,3) 4,4 (2,9-5,4) 4,3 (2,8-5,7)

Range)] [mmol/l

! ! [ |

(n=5/44) 11,4% (n=7/34) 20,5% (n=15/35) 42,9% p=0,005

nach CDI Diagnose
Median (Range
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Anamnese
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Abbildung 14: Verteilung von Grunderkrankungen: Vergleich der Altersklassen;
p <0,001
Der Anteil der Patienten mit mindestens einer Grunderkrankung nahm mit
steigendem Lebensalter zu. Allerdings waren bereits in der Gruppe der Patienten mit
einem Alter <2 Jahre bei 52,2% (N = 24/44) der Studienteilnehmer chronische
Erkrankungen zu finden. Von den 2 bis <8-jahrigen Patienten bestand bei drei Viertel
(N = 27/36) eine Grunderkrankung. In der hochsten Altersklasse wiesen mit 91,4%
(N = 32/35) fast alle Kinder und Jugendlichen eine Grunderkrankung auf. Diese
dargestellten Unterschiede waren statistisch signifikant (p <0,001). Der gleiche Trend
war auch fur Patienten mit einer onkologischen Grunderkrankung zu finden. Der
Anteil dieser stieg von 2,2% (N = 1/46) uber 27,8% (N = 10/36) auf 45,7%
(N = 16/35) mit zunehmendem Alter der Patienten. Auch hier konnte eine statistische

Signifikanz nachgewiesen werden (p <0,001).

Antibiotika der Gruppe der Cephalosporine wurden mit jeweils 77,3% (n = 17/22) am
haufigsten in der Vorgeschichte der Kinder mit einem Alter von 1 bis 2 Jahren und

2 bis <8 Jahren gefunden. In der Gruppe der 8 bis <18 Jahre alten Studienteilnehmer

wurden 34,6% (n = 9/26) der Studienteilnehmer mit einem Cephalosporin
vorbehandelt. Die Unterschiede stellten sich als statistisch signifikant heraus
(p = 0,002). Der Einsatz von sonstigen Antibiotika wurde am haufigsten
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(n = 13/26; 50,0%) in der Kategorie der 8 bis <18-jahrigen beobachtet. Die Patienten
der jungsten Altersklasse sowie die Gruppe der 2 bis <8 Jahre alten Patienten
wurden in jeweils 18,2% (n = 4/22) der Falle mit einem sonstigen Antibiotikum
vortherapiert (p = 0,025).

Alter [Jahre]

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Relative Haufigkeit

B Koinfektion ®ohne Koinfektion

Abbildung 15: Haufigkeit von Koinfektionen: Vergleich der Altersklassen; p = 0,008

Betrachtete man die Verteilung der Koinfektionen in den Altersgruppen, so liel3 sich
ein deutlicher Trend dahingehend feststellen, dass die jingeren Patienten signifikant
mehr Koinfektionen aufwiesen. Die Patientengruppe mit den meisten Koinfektionen
war mit 54,5% (n = 24/44) die Gruppe der Kinder <2 Jahre. Die Kategorie der 2 bis
<8-jahrigen wies in 441% (n = 15/34) und die Gruppe mit den altesten
Studienteilnehmern in 20,6% (n = 7/34) der Falle Koinfektionen auf (p = 0,008).

Symptomatik

Das Symptom Bauchschmerzen trat in Anhangigkeit der Altersgruppe unterschiedlich
haufig auf. In der Kategorie der jingsten Patienten konnte dies fur 11,1% (n = 4/36)
der Kleinkinder ermittelt werden. Bei 37,9% (n = 11/29) der Kinder und Jugendlichen
zwischen 2 und <8 Jahren konnten Bauschmerzen dokumentiert werden. In der
Gruppe der 8 bis <18-jahrigen litt mit 47,6% (n = 10/21) fast die Halfte aller Patienten

unter Bauchschmerzen (p = 0,004).
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Stuhldiagnostik
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Abbildung 16: Haufigkeit von viralen Kopathogenen: Vergleich der Altersklassen;
p <0,001

In der jungsten Patientenkategorie traten virale Kopathogene mit 52,8% (n = 19/36)

aller in die Studie aufgenommenen Kleinkinder besonders haufig auf. In der Gruppe

der 2 bis <8-jahrigen sank der Anteil dieser Patienten auf 39,3% (n = 11/28).

Lediglich ein Patient (n = 1/21; 4,8%) mit einem Alter zwischen 8 und <18 Jahren

wies ein virales Kopathogen auf. Diese deutlichen Unterschiede zwischen den

untersuchten Patientenklassen waren statistisch signifikant (p <0,001).

Therapie

Die Dauer der stationaren Therapie der Patienten nach Abgabe der positiv auf
C. difficile getesteten Stuhlprobe unterschied sich signifikant in Abhangigkeit der
Zugehorigkeit der Studienteilnehmer zu einer der drei analysierten Alterskategorien
(p = 0,002). Patienten mit einem Alter von 1 bis <2 Jahre verbrachten im Median
2 Tage (1 — 43; IQR: 4,8) nach der Diagnose der CDI im Krankenhaus. Mit
zunehmendem Alter der Patienten stieg dieser Wert von im Median 3 Tagen (1 — 90;
IQR: 7) fur die 2 bis <8-jahrigen, auf im Median 6 Tage (1 — 42; IQR: 7,5) fir die
Kinder und Jugendlichen der hdchsten Altersgruppe. Eine spezifische Therapie der

CDI wurde mit zunehmendem Patientenalter signifikant haufiger durchgefuhrt
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(p = 0,005). In der jungsten Altersklasse erhielten 11,4% (5/44) eine spezifische
Therapie der CDI. Dies konnte in den beiden Ubrigen Altersklassen fur 20,6% (7/34)
bzw. 42,9% (15/35) der Studienteilnehmer dokumentiert werden.
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4 Lokale Epidemiologie von Clostridium difficile Infektionen

4.1 Material und Methoden

Untersucht wurden retrospektiv alle in diesem Kontext relevanten mikrobiologischen
Labordaten der Jahre 2000 bis 2013. Dies erfolgte von 2000 bis 2010 durch eine
Datenabfrage aus dem MIB-Programm, welches im Institut fir Mikrobiologie und
Hygiene verwendet wurde. Fir die Jahre 2011 bis 2013 stammten die Daten aus

dem M/LAB-System, welches das MIB-Programm abldste.

Dabei wurden folgende Daten erhoben:

Anzahl der Untersuchungen auf C. difficile

* Ergebnis der Untersuchungen auf C. difficile

* Anzahl der durchgefuhrten Toxintests

* Ergebnisse der Toxintests

* anfordernde Kliniken

* Patientenalter

* slIpA-Ribotyp der Isolate aus positiven Stuhlproben (ab 2011)

Die Analyse der Daten aus den Jahren 2000 bis 2010 erfolgte manuell. Die
Auswertung der in den Jahren 2011 bis 2013 gewonnen Daten wurde mit Microsoft
Excel™-(Version 14.0.1) durchgefuhrt.
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4.2 Ergebnisse

Relative Verteilung der Toxin A/B Anforderungen
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Abbildung 17: Relative Haufigkeit der Toxin A/B Anforderungen der verschiedenen
Kliniken

Betrachtet man die relative Verteilung der Anforderung eines Toxin A/B Tests im
Vergleich der verschiedenen Einsender, so erkennt man auf den ersten Blick, dass
der Uberwiegende Teil der Anforderungen von den internistischen Kliniken gestellt
wurde. Der Anteil dieser Anfragen schwankte Uber den dargestellten Zeitraum
zwischen 87,4% (n = 758/867) im Jahr 2003 und 65,8% (n = 1.533/2.331) im Jahr
2013. Die Kinderklinik stellte, von allen dargestellten Kliniken, den geringsten
prozentualen Anteil an Toxin A/B Anfragen wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes. Die Padiatrie bestritt zwischen 1,6% (n = 33/2.020) der
Anforderungen im Jahr 2008 und 14,4% (n = 318/2.202) im Jahr 2011. Auch fur die
padiatrischen Anfragen lief3 sich in den Jahren 2009 bis 2013 ein ansteigender Trend
feststellen. So stieg der Prozentsatz der Anfragen wahrend dieses Zeitraumes von
4,1% (n =79/2.914) auf 13,9% (n = 325/2.331) an.
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Absolute Haufigkeit der Toxin A/B Anforderungen
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Abbildung 18: Absolute Haufigkeit der Toxin A/B Anforderungen der verschiedenen
Kliniken

Den grofiten Anteil aller Einsendungen bestritten, Uber den gesamten dargestellten
Zeitraum, die Proben der Kliniken fur Innere Medizin. Die Zahl ihrer Einsendungen
stieg Uber die Jahre 2000 (n = 503 Anforderungen) bis 2005 (n = 873 Anforderungen)
stetig an. Im Jahr 2007 erreichte die Anzahl der Toxin A/B Anforderungen nach
einem starken Anstieg einen Wert von 1.855. Bis zum Jahr 2010 sanken die
Anfragen der Kliniken fur Innere Medizin auf 1.157 ab. In den Jahren 2010 bis 2013
lagen die Anforderungen auf einem konstanten Niveau von etwa 1.550

Anforderungen pro Jahr.

Die Anfragen der beiden Ubrigen Einsender stiegen Uber die dargestellten 13 Jahre
deutlich an. Im Jahr 2000 kamen circa 50 Einsendungen aus der Kinderklinik bzw.
der Chirurgie. Diese Zahl verzehnfachte sich ungefahr im Laufe der Jahre 2004 bis

2013. Im Jahr 2013 stammten 473 Toxin A/B Anforderungen aus den chirurgischen
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Kliniken und 325 Untersuchungen wurden aus der Kinderklinik angefragt. Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum kamen in jedem Jahr die wenigsten

Anforderungen aus der Kinderklinik, mit Ausnahme des Jahres 2011.

25%
c
(1]
[
2
S x 20%
[ Fir—
S E
oS
<3
Ec 15%
5 o
=2
cC S
23
'E T o
< 10%
» O
=
5 @
o<
g 5%
23
==
=)
® S
Te
ow 0%
2 O = o O S 1w © ©~ ©® O O = o o™
= S o 6 © o ©& ©o o & 8 ¥ ¥ ¥ «
-_— o o o o o o o o o o o o o o
&J (V] N N AN N AN N N AN N (q\] N N AN

Zeit [Jahre]
=¢®=Innere =®—Chirurgie Kinder

Abbildung 19: Relative Haufigkeit der positiven Toxin A/B Befunde an allen
Anforderungen der jeweiligen Klinik

Abbildung 19 stellt den Anteil der positiv auf Toxin A/B (durch den EIA oder
Nachweis der Toxingene mittels PCR) getesteten Proben an allen Toxin A/B
Anforderungen der jeweiligen Klinik dar. Die Zahlen der Kinderklinik schwankten in
den Jahren 2000 bis 2010 stark zwischen Werten von 0% (n = 0/42 bzw. n = 0/31)
fur die Jahre 2000 sowie 2003 und 11,6% (n = 18/155) im Jahr 2010. Im Zeitraum
von 2011 bis 2013 erreichte der Anteil der positiven Toxin A/B Tests ein konstantes
Niveau von etwa 5% (n = 17/318, n = 16/294, n = 18/325) der Toxin A/B
Anforderungen der padiatrischen Kilinik. FUr die Einsendungen der Kliniken fur Innere

Medizin gelang wahrend den Jahren 2000 bis 2005 in circa 5% der Falle der

57



Lokale Epidemiologie von Clostridium difficile Infektionen

Nachweis eines toxinogenen C. difficile Stammes. Dieser Anteil stieg bis 2007 auf
17,2% (n = 320/1.855) an. In den folgenden Jahren gelang der Nachweis zunehmend
seltener. Im Jahr 2013 waren 6,6% (n = 101/1.533) der angeforderten Toxintests der
Kliniken fiir Innere Medizin positiv. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum war
ein relativ hoher Anteil der aus der Klinik flr Chirurgie eingesendeten Proben positiv
auf die Toxine von C. difficile. Dieser Anteil stieg von 8,8% (n = 5/57) im Jahr 2000
bis auf 19,9% (n = 55/276) im Jahr 2007 um bis 2013 wieder auf 9,1% (n = 43/474)

abzufallen.

35%

30%

=)

2 259

2 20%

ufig

15%

10%

Relative H

5% -

0% -
0-17 18-44 45-64 65-84 85+
Patientenalter [Jahre]

Anzahl [n] 1.104 1.315 3.334

B positive Untersuchungen auf C. difficile B positive Toxintests

Abbildung 20: Relative Haufigkeit der positiven Untersuchungen auf C. difficile und
der positiven Toxin-Tests in den verschiedenen Altersklassen bezogen
auf alle Untersuchungen auf C. difficile bzw. alle Toxin-Tests,
(2011-2013)

In der Altersklasse der 0 bis 17-jahrigen konnten von 2011 bis 2013 insgesamt 1.104
Proben untersucht werden. In 20,6% (n = 227/1.104) der Falle fiel der Test auf
C. difficile positiv aus. Der Toxinnachweis konnte bei 6,3% (n = 69/1.104) aller

Proben gefuhrt werden. In der Kategorie der Proben von Patienten mit einem Alter
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zwischen 18 und 44 Jahren bei Probenabgabe fiel die Untersuchung auf C. difficile
nur in 12,0% (n = 158/1.315) aller Anforderungen positiv aus und damit deutlich
seltener als in der Gruppe der Kinder. Auch ein toxinogener Stamm konnte nur in
3,7% (n = 49/1.315) der Falle identifiziert werden. Der Anteil der positiven
Untersuchungen auf Toxin A oder B bildende C. difficile Isolate stieg mit
zunehmendem Alter der Patienten an. Wahrend bei Patienten mit einem Alter
zwischen 45 und 64 Jahren der Test auf C. difficile in 16,7% (n = 556/3.334) und der
Toxintest in 7,0% (n = 235/3.334) der Falle positiv ausfiel, so konnte dies fur
23,4% (n = 950/4.065) bzw. 11,2% (n = 455/4.065) der Patienten der Altersklasse 65
Jahre bis 84 Jahre dokumentiert werden. Daruber hinaus war auch die Anzahl der
eingesendeten Proben in der alteren Patientengruppe grofer (3.334 von Patienten
mit einem Alter von 45 — 64 Jahren vs. 4.065 in der Gruppe, der Patienten mit einem
Alter von 65 — 84 Jahren). Am haufigsten gelang der Nachweis von C. difficile in den
eingesendeten Stuhlproben mit 34,1% (n = 172/504) der Falle in der Gruppe der
Patienten, die 85 Jahre und alter waren. In 19,2% (n = 97/504) der Proben dieses
Patientengutes konnte ein toxinogener C. difficile Stamm detektiert werden. Die
Anzahl der eingesendeten Proben war in dieser Altersklasse mit 504 Proben
wahrend der Jahre 2010 bis 2013 deutlich geringer als in allen anderen analysierten

Alterskategorien.
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Analyse der Verteilung der slpA-Ribotypen in verschiedenen Altersklassen
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Abbildung 21: Relative Verteilung der Ribotypen in verschiedenen Altersklassen
(2011-2013)

Besonders auffallig in Abbildung 21 war, dass der slpA-Ribotyp 027 in der
Altersgruppe der Kinder und Jugendlichen mit einem Alter von 0 bis 17 Jahren nicht
nachgewiesen wurde. Am hdchsten war der Anteil des slpA-Ribotyps 027 mit 30,7%
(n = 35/114) in der Altersgruppe der Patienten =285 Jahre, dagegen betrug er nur
7,2% (n = 5/69) in der Gruppe der 18- bis 44-jahrigen.

Eine ahnliche Tendenz lie® sich fur den slpA-Ribotyp 001 feststellen, dessen Anteil
unterschiedlich in Abhangigkeit des Lebensalters war, mit 38,6% (n = 44/114;
Patientenalter 285 Jahre) bzw. 9,6% der Falle (n = 11/114; Patientenalter: 0 — 17
Jahre). Im Unterschied zum slpA-Ribotyp 027 wurde der slpA-Ribotyp 001 auch bei

Kindern und Jugendlichen nachgewiesen.

Ein umgekehrter Trend war flr die anderen slpA-Ribotypen festzuhalten. In den
beiden Gruppen der Patienten mit einem Alter von 0 bis 17 Jahren und von 18 bis 44
Jahren bestritten diese Ribotypen 29,8% (n = 34/114) bzw. 36,2% (n = 25/69) aller
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nachgewiesenen C. difficile Isolate. Mit zunehmendem Alter war ihr Anteil an allen
Ribotypen niedriger. In der hdchsten Alterskategorie waren die anderen
slpA-Ribotypen nur noch in 11,4% (n = 13/114) der Falle zu finden. Diese Tendenz
fand man auch bei der Betrachtung der Anteile des slpA-Ribotyps 010. Bei den
jungsten Patienten bestritt er einen Anteil von 12,3% (n = 14/114) und sank auf 5,2%
(n = 27/516) in der Klasse der 65- bis 84-jahrigen ab. In der Gruppe der altesten
Patienten konnte er gar nicht nachgewiesen werden. Die Ubrigen slpA-Ribotypen

waren in allen Altersklassen etwa gleich haufig vertreten.

61



Methodenvergleich: sIpAST und PCR-Ribotypisierung

5 Methodenvergleich: slpAST und PCR-Ribotypisierung

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Anaerobe Kultur

Mit einer sterilen Impfése wurde circa 1 ml Probenmaterial von einer nativen
Stuhlprobe entnommen, welches durch einen Drei-Osen-Ausstrich auf eine
CLO-Agarplatte aufgetragen wurde. CLO-Agar ist ein Selektivnahrboden fir
C. difficile. AnschlielRend erfolgte fur 48 Stunden eine anaerobe Bebrutung in einem
GENbox-Anaerobiertopf (Biomérieux) bei 37°C. Konnte auf der Petrischale ein
morphologisch typisches Wachstum fur C. difficile, das heif3t circa 4 — 6 mm grole,
unregelmafig geformte, gelblich glanzende Kolonien ohne Hamolyse, festgestellt
werden, so erfolgte im nachsten Schritt die Sicherung des Nachweises mittels einer
massenspektrometrischen Untersuchung mit Hilfe des MALDI-TOF (MALDI-Biotyper,
Burker). Dieses Verfahren beinhaltet eine Kombination aus Laser-lonisation und
Flugzeitmassenspektrometrie. Nach erfolgreicher Bestatigung des Nachweises von

C. difficile genugte eine anaerobe Bebrutung auf einer Columbia Agar Platte.

5.1.2 DNA-Isolierung

Die Aufreinigung und Isolierung der DNA erfolgte durch den Maxwell 16 MDx
Instrument (Promega) und Maxwell 16 Tissue LEV Total RNA Purification Kit
(Promega). Mit einer sterilen 1 pl Impfése wurde eine circa 2 mm® groRe
Bakterienkolonie in den Lysepuffer der Kartusche eingebracht. Nach Vorbereitung
des Gerates, entsprechend der Herstellerangaben, wurde das Programm ,gesamt

virale Nukleinsaure” ausgewahlt. Dieses Programm beinhaltete:

N

. Lyse der Mikroorganismen

N

. DNA-Bindung an paramagnetische Partikel

w

Trocknungsschritte

s

Eluierung der Zielmolekule
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Die auf diese Weise gewonnene DNA-Suspension wurde bis zur weiteren

Verarbeitung bei 4°C eingelagert.

5.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Ein PCR-Zyklus setzt sich aus folgenden Elementen zusammen:

* Denaturierung (Melting): Bei circa 94 - 96°C werden die
Wasserstoffbrickenbindungen, welche die beiden DNA-Strange miteinander
verbinden, aufgebrochen. Anschlieliend wird die Temperatur auf circa 65°C
abgesenkt. An den offen liegenden Doppelstrangen kénnen nun die Primer

binden.

* Primerhybridisierung (Primer-Annealing): FUr jeden Primer gibt es eine
spezifische Temperatur, die eine optimale Anlagerung an die komplementaren
Sequenzen zulasst. Diese liegt in der Regel bei 55 — 65°C und wird flir etwa

30 Sekunden konstant gehalten.

* Elongation (Amplification): Die DNA-Polymerase fullt die frei liegenden
Doppelstrange mit den komplementaren Basenpaaren auf. Dies erfolgt vom
3’-Ende in Richtung des 5’-Endes. Die Primer markieren den Beginn des neu
zu bildenden Genabschnittes. Die optimale Temperatur fur diesen Schritt ist
abhangig von der verwendeten Polymerase. Normalerweise liegt sie zwischen
68 und 72°C.

5.1.4 Surface-Layer-Protein-A-Sequenz-Typisierung (sIpAST)

Prinzip dieser Typisierung ist es durch Bestimmung der Nukleotid-Abfolge des
Surface Layer Protein A’'s den Genotyp des untersuchten C. difficile Stammes zu
ermitteln [109, 110]. Im ersten Schritt wurde der spezifische Genabschnitt der aus
der Kultur isolierten DNA durch eine PCR vervielfaltigt. Der Ansatz dieser PCR setzte
sich wie folgt zusammen: 5 ul 10-fach-PCR-Puffer, 10 pl Q-Loésung, 2,25 ul
Nukleotidgemisch (dNTPs), 0,5 yl Primer slpAcom 19, 0,5 pl Primer slpAcom 22,
26,45 pul Nuclease-Free Water, 0,3 pl Tag-Polymerase auf Eis gekuhlt. Die dNTPs
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bestanden aus: 50 ul dATP, 50 uyl dCTP, 50 pl dTTP und 50 pl dGTP und 800 pl

Nuclease-Free Water.

Tabelle 9: Ubersicht Primer der sIpAST-PCR

Target Primername Sequenz (5°-3’)

sIpA slpAcom 22 GCW GTY TCT ATT CTATCD TYW CC

Dieses Gemisch wurde gleichmaRig a 50 ul aufgeteilt und zusammen mit 5 ul der

aufgereinigten DNA zur Durchfuhrung der PCR in den Thermocycler gestelit.

Tabelle 10: Programmierung des Thermocyclers fur die slpAST-PCR

Temperatur [°C]

95 20 sec

72 3 min

=

10 o0

Das gewonnene DNA-Produkt wurde durch eine Gelelektrophorese bei 150 Volt und
einer Laufzeit von 30 Minuten mit einem 1-prozentigen QA-Agarosegel™(MP North
American) der GrofRe nach aufgetrennt. AnschlieRend wurden die Amplifikate
enzymatisch mit ExoSAP-IT (Affeymetrix USB) von freien Nukleotiden und
ungenutzten Primern gereinigt. Dies erfolgte, indem 5 pl auf Eis gekihltem Amplifikat
2 ul ExoSAP zugesetzt wurden. Es erfolgte eine Inkubation fur 15 Minuten bei 37°C
und 15 weiteren Minuten bei 80°C. Nun konnten die bei -20°C konservierten Isolate
an ein externes Labor zur Sequenzierung durch die Didesoxymethode nach Sanger
versendet werden. Die Sequenzierungsergebnisse wurden als Datei im FASTA-

Format Ubermittelt und mit Datenbanken abgeglichen. Auf diese Weise konnte der
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vorliegende Ribotyp bestimmt werden. Die durch die sIpAST bestimmten Ribotypen

werden in dieser Arbeit als slpA-Ribotypen bezeichnet.

5.1.5 Multiplex-PCR

Prinzip einer Multiplex-PCR ist es, durch Ansatz einer PCR mit mehreren Primern
nicht nur einen, sondern mehrere Genomabschnitte, zu vervielfaltigen. In der in
dieser Arbeit zum Einsatz kommenden Multiplex-PCR wurden folgende
Genabschnitte von C. difficile amplifiziert: die Toxingene fur das Toxin A bzw.
Toxin B (tcdA, tcdB), die Gene fur das binare Toxin (cdtA, cdtB) und das zum
Screening nach C. difficile eingesetzte Glutamatdehydrogenasegen (GLDH). Das
Vorhandensein der Toxingene charakterisiert pathogene C. difficile Isolate. Durch die
mehrfache Wiederholung der PCR-Zyklen werden die durch die Primer markierten

Genabschnitte exponentiell vervielfacht.

Der Ansatz fur die Multiplex-PCR wurde im Reinraum hergestellt. Folgende
Bestandteile wurden in ein Eppendorf-Gefald pipettiert: 12,5 pl Hotstart PCR-
Mastermix, 9 pl Nuclease-Free Water, 0,15 ul Primer tcdA-F3345, 0,15 pl Primer
tcdA-R3969, 0,1 pl Primer tcdB-R5670, 0,05 ul Primer tcdB-R6079A, 0,05 pl Primer
tcdB-R6079B, 0,05 ul Primer cdtA-F739A, 0,05 ul Primer cdtA-F739B, 0,1 pl Primer
cdtA-R958, 0,1 ul Primer cdtB-F617, 0,1 pl Primer cdtB-R878, 0,05 ul Primer
908CLD_dluDs und 0,05 uyl Primer 909CLD_dlu. Die Primerkonzentration betrug
100 pmol.
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Tabelle 11: Ubersicht Primer der Multiplex-PCR

Target Primername Sequenz (5°-3’)

tcdA-R3969 AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG

tcdB-R6079A  GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA

cdtA cdtA-F739A  GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC 221 bp

cdtA-R958 CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA

cdtB-R878 CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG

909CLD_glu TTCCTAATTTAGCAGCAGCTTC

Diesem Ansatz wurden 2,5 ul der aufgereinigten DNA des zu analysierenden

C. difficile 1solates hinzugefugt.
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Fir den Ablauf der Multiplex-PCR im Thermocycler wurde folgendes Schema

gewahlt:

Tabelle 12: Programmierung des Thermocyclers fur die Multiplex-PCR

Temperatur [°C] Dauer

95 15 min _

94 45 sec

50 45 sec — 35 Wiederholungen
72 1 min N

72 10 min

15 0

Nach Durchfuhrung der PCR wurden die PCR-Produkte auf einem 2-prozentigen
QA-Agarosegel™ (MP North American) aufgetragen und durch eine
Gelelektrophorese der Grolie nach aufgetrennt. Dabei enthielt jede Tasche des Gels
2,5 ul SYBR Gold Mix und 5 yl PCR-Produkt. Der SYBR Gold Mix setzt sich aus
folgenden Bestandteilen zusammen: SYBR Gold nucleic acid gel stain (molecular
probes) 1:100 verdinnt mit Dimethylsulfoxid. Insgesamt 70 ul dieser Verdinnung
wurden nochmals mit 1000 ul Loading dye (Fermentas) vermischt. In jeder
Gelelektrophorese wurde neben der DNA der Isolate auch eine Negativkontrolle
(H20) und ein Ladder (GroRRenmarker) mitgefihrt. Das Gel konnte nach 90 Minuten
Laufzeit bei 100 Volt ausgewertet werden. Dies erfolgte durch eine Aufnahme mit
dem Gel Doc XR+ System (Bio-Rad).
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Abbildung 22: Nachweis der Toxingene in der Agarose-Gelelektrophorese; (1) tcdA,
(2) tcdB, (3) cdtA und cdtB, (4) GLDH

Mit dem auf diese Weise erzeugten Bild liel} sich nun das Vorhandensein der
Toxingene bzw. des GLDH-Gens, wie in Abbildung 22 beispielhaft dargestellt,

nachweisen.

5.1.6 PCR-Ribotypisierung

Das Prinzip der PCR-Ribotypisierung beruht darauf, dass die rRNA-Operons bei
jedem Ribotyp an unterschiedlichen Orten der rRNA zu finden sind. Ein Operon ist
eine Funktionseinheit der DNA bzw. rRNA, die fur ein bzw. flir mehrere Proteine
kodiert. Dies hat zur Folge, dass am Ende der PCR jedem Ribotyp eine spezifische
Kombination aus Anzahl und FragmentgroRen der Operons zugeordnet werden
kann. Die verwendeten Primer sind komplementar zu dem 3’-Ende des 16S rRNA-
Gens und dem 5-Ende des 23S rRNA Gens. Dadurch wird die so genannte

intergenic spacer region (ISR) amplifiziert.

Der verwendete PCR-Mix setzte sich fur eine Probe wie folgt zusammen: 12,5 pl
Hotstart PCR Mastermix, 0,25 ul Primer 23 S, 0,25 ul Primer 16S-BMNS, 9 ul
Nuclease-Free Water. Die Primerkonzentration betrug 100 pmol. Zu diesem PCR-

Mix wurden 3 pl der 1:10 vorverdunnten DNA des C. difficile |solates hinzugeflugt.
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Tabelle 13: Ubersicht Primer der PCR-Ribotypisierung

Target Primername Sequenz (5°-3’)

200-600 bp
16 S 16S-BMN5 GTG CGG CTG GAT CAC CTC CT

AnschlieRend konnten die Proben in den Thermocycler gestellt werden, der wie in

Tabelle 14 dargestellt ist, programmiert wurde.

Tabelle 14: Programmierung des Thermocyclers fur die PCR-Ribotypisierung

Temperatur [°C]

92 1 min
= 26 Wiederholungen

55 45 sec

Zur Erfolgskontrolle der PCR wurde eine Gelelektrophorese durchgefuhrt. Die
Taschen des 1-prozentigen QA-Agarosegeles™(MP North American) enthielten:
2,5 ul SYBER Gold Mix und 5 uyl PCR-Produkt. Auch hier enthielt jedes Gel einen
Ladder und eine Negativkontrolle zusatzlich zu den Amplifikaten. Die Laufzeit betrug
30 Minuten bei 100 Volt. Danach konnte eine Aufnahme des Gels durch das Gel Doc
XR+ System (Bio-Rad) erstellt werden.
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Abbildung 23: Aufnahme eines Gels mit PCR-Ribotypisierungs-Amplifikaten

Die Proben, fur die die Erfolgskontrolle positiv ausfiel, wurden 1:100 verdunnt, um sie
fur die DNA-Fragmentanalyse vorzubereiten. Die DNA-Fragmentanalyse wurde
durch eine Elektrophorese der PCR-Amplifikate innerhalb der Kapillaren eines
Sequencers (GeXP — Genetic Analysis System, Beckmann Coulter) durchgefuhrt.
Dazu wurde mit den Proben wie folgt verfahren: Die 96-Well-Platte, aus welcher der
Sequencer das Probenmaterial in die Kapillaren ansaugt, besitzt acht Vertiefungen
pro Reihe. Auf diese acht Vertiefungen einer Reihe wurden gleichmaRig verteilt:
0,5 pl GenomelLab DNA size standard Kit-600 (Beckmann Coulter) und 240 pl
Sample loading soloution (Beckmann Coulter). Darlber hinaus wird in jede
Vertiefung 2,5 pl des 1:100 vorverdinnten PCR-Produktes hinzugefugt und jede

einzelne Vertiefung mit einem Tropfen Mineraldl (Beckmann Coulter) versiegelt.

Als Ergebnis der DNA-Fragmentanalyse erhalt man ein Bandenmuster:

©
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Abbildung 24: Umwandlung des Bandenmusters in Peaks nach Fragmentanalyse der
Amplifikate

Diese Banden wurden im Anschluss mit der Software BioNumerics (Applied Maths)

in Peaks umgewandelt, welche mit einer Datenbank verglichen wurden. Auf diese

Weise wurde die Bestimmung des Ribotyps moglich. Die durch die PCR-

Ribotypisierung bestimmten Ribotypen wurden in dieser Arbeit als PCR-Ribotypen

bezeichnet.
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5.1.7 Gerate, Reagenzien und Software
Siehe Anhang 10.1.

5.2 Ergebnisse

Es wurden insgesamt 360 verschiedene Isolate von C. difficile untersucht. Diese

teilten sich wie folgt in funf verschiedene Altersklassen auf:
e 0-18Jahre (n =120)
* 18 —44 Jahre (n = 60)
* 45 -64 Jahre (n = 60)
* 65 -84 Jahre (n =60)
e 85+ Jahre (n =60)

5.2.1 Vergleich des Toxinstatus von sipA- und PCR-Ribotypen

Tabelle 15: Toxinstatus der mittels slpA-Sequenzierung bestimmten Ribotypen

slpA-Ribotyp | Anzahl Nicht-toxinogen | tcdA, tcdB (216) | tcdA, tcdB, cdtA
360 75 und cdtB (69
— 6 |

(n=8/68) 11,8% (n=60/68) 88,2% (n=0/68) 0%
DA N (n=1/16)6,3%  (n=14/16)87,5%  (n=1/16)6,3%
(n=0/1) 0% (n=1/1) 100% (n=0/1) 0%
IO P (n=18/32) 56,3%
(n=1/4) 25,0%
027 P (n=0/42)0%
(n=4/46) 8,7% (n=42/46) 91,3%

(n=3/4) 75,0% (n=0/4) 0%

(n=0/46) 0%

(n=3/31)9,7%  (n=27/31) 87,0% (n=1/31) 3,2%

(n=0/4) 0% (n=4/4) 100% (n=0/4) 0%
~ (n=38/91)41,8%  (n=44/91) 48,3%

Die Analyse der Toxingene erfolgte durch eine Multiplex-PCR. Betrachtete man den

| 6 |

Toxinstatus der insgesamt 360 mittels sIpAST bestimmten Ribotypen, ergab sich ein
heterogenes Bild. So fiel fur den slpA-Ribotyp 001 in 11,8% (n = 8/68) der Falle der
Toxinnachweis negativ aus. Die ubrigen 88,2% (n = 60/68) dieses slpA-Ribotyps
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besallen sowohl das Toxingen tcdA, als auch das Toxingen tcdB. Ein ahnliches Bild
zeigte sich fur die slpA-Ribotypen 010/014, 012/046/092 und 014/066 mit einem
negativen Toxinnachweis in 56,3% (n = 18/32), 25,0% (n = 1/4) bzw. 8,7% (n = 4/46)
der Falle. Demgegenuber stand der Nachweis der Toxingene tcdA und tcdB in 43,8%
(n = 14/32), 75,0% (n = 3/4) sowie 91,3% (n = 42/46) der Isolate des jeweiligen
slpA-Ribotyps. Der slpA-Ribotyp 002 zeigte alle mdglichen Kombinationen der
Toxingene. Insgesamt waren 6,3% (n = 1/16) Toxin-negativ, 87,5% (n = 14/16)
positiv auf die Toxingene tcdA und tcdB und 6,3% (n = 1/16) waren dartber hinaus
positiv auf das binare Toxin (cdtA, cdtB). Die slpA-Ribotypen 005 und smz wiesen als
einzige slpA-Ribotypen einen eindeutigen Toxinstatus auf. Fur diese Proben konnten
in 100% (n = 1/1 bzw. n = 4/4) der Falle die Toxingene tcdA und tcdB nachgewiesen
werden. Der slpA-Ribotyp 027 war, mit Ausnahme einer Probe, bzw. in 97,6%
(n = 41/42) der Falle, immer positiv auf die drei getesteten Toxingene. Fur diesen
slpA-Ribotyp fanden sich folglich keine Toxin-negativen Proben. Der slpA-Ribotyp
078 wies dagegen drei verschiedene Kombinationen der Toxingene auf. Den
geringsten Anteil bestritten mit 5,3% (n = 1/19) die Toxin-negativen Proben. Der
Nachweis der Toxingene tcdA und tcdB war in 10,5% (n = 2/19) der Falle erfolgreich
und das binare Toxin (cdtA, cdtB) wurde in 84,2% (n = 16/19) aller slpA-Ribotypen
078 gefunden. Die Gruppe der anderen slpA-Ribotypen zeigte sich
erwartungsgemall am heterogensten mit folgender Verteilung der maoglichen

Kombinationen:
* 41,8% (n = 38/91) kein Toxingen-Nachweis
* 48,3% (n = 44/91) Nachweis von tcdA und tcdB

* 9,9% (n =9/91) Nachweis von tcdA, tcdB, cdtA und cdtB
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Tabelle 16: Toxinstatus der mittels PCR-Ribotypisierung bestimmten Ribotypen

| o0 00004 00|
| o5 00005 @000
| o9 0007 0|
| o012 06 00|

tcdA, tcdB (100%)

tcdA, tcdB (100%)

nicht-toxinogen (100%)

tcdA, tcdB (100%)

| 42 @0 |
tcdA, tcdB (100%)

| o1 F 0004 00|

3 tcdA, tcdB (100%)

I S

tcdA, tcdB, cdtA, cdtB (100%)

nicht-toxinogen (100%)

tcdA, tcdB, cdtA, cdtB (100%)

tcdA, tcdB (100%)

tcdA, tcdB, cdtA, cdtB (100%)

2
7
4
3
7
3
4
3
3
4
5

tcdA, tcdB, cdtA, cdtB (100%)
7

tcdA, tcdB (100%)

Wurde der Genotyp der C. difficile Stamme durch eine PCR-Ribotypisierung
bestimmt, so ergab sich fur alle Proben eines bestimmten Genotyps ein identischer
Toxinstatus. Tabelle 16 zeigt den Toxinstatus aller Ribotypen, die in der vorliegenden
Arbeit mindestens dreimal mit der Ribotypisierungs- und Multiplex-PCR analysiert

werden konnten.
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5.2.2 Epidemiologie in Abhangigkeit von der Typisierungsmethode

100% 005
— 078
90% — - . —
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0-17 18-44 45-64 65-84 5+ ® andere
Patientenalter [Jahre]
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Abbildung 25: Relative Verteilung der durch slpA-Sequenzierung bestimmten
Ribotypen in verschiedenen Altersklassen

Abbildung 25 zeigt die Verteilung der durch slpA-Sequenzierung identifizierten
Ribotypen in den flnf verschiedenen Altersklassen. Auffallend war die Verteilung des
slpA-Ribotyps 027, dessen Bedeutung mit zunehmendem Patientenalter stieg. In den
Gruppen der Patienten, die zwischen 65 und 84 Jahren sowie =285 Jahre alt waren,
bestritt er einen Anteil von 26,7% (n = 16/60). In den beiden jungeren
Alterskategorien sank der Anteil dieses slpA-Ribotyps auf 10,0% (n = 6/60) bzw.
6,7% (n = 4/60) ab. In der Gruppe der Kinder und Jugendlichen konnte kein Isolat
des hypervirulenten Stammes gewonnen werden. Auch der slpA-Ribotyp 001 war vor
allem in der Gruppe der altesten Patienten zu finden. In dieser Gruppe konnte er bei
43,3% (n = 26/60) der Untersuchungen identifiziert werden. Sein Anteil sank mit
geringer werdendem Patientenalter kontinuierlich auf 13,3% (n = 16/120) in der
Gruppe der Patienten mit einem Alter von 0 bis 17 Jahren ab. Die Gruppe der
anderen slpA-Ribotypen war in den untersten drei Altersklassen mit 30,0%
(n = 18/60) bis 33,3% (n = 20/60) vertreten und bestritt damit den groRten

Prozentsatz aller slpA-Ribotypen in diesen Alterskategorien. In der Klasse der 65 bis
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84-jahrigen nahm ihr Anteil auf 15,0% (n = 9/60) ab und betrug in der hochsten
Alterskategorie nur noch 8,3% (n = 5/60). Ein ahnlicher Trend lie® sich fur den
slpA-Ribotyp 010/014 beschreiben, dessen Anteil von 14,2% (n = 17/120) in der
Klasse der Kinder und Jugendlichen auf 10,0% (n = 6/60) in der Kategorie der
Patienten mit einem Alter von 65 bis 84 Jahren absank. In der altesten
Alterskategorie trat dieser sIpA-Ribotyp nicht auf. Betrachtete man die Verteilung des
slpA-Ribotyps 014/010 so fiel auf, dass dieser in der jungsten Altersklasse mit 20,0%
(n = 24/120) aller Falle wesentlich haufiger zu finden war als in den ubrigen
Vergleichsgruppen. Der Anteil der dbrigen slpA-Ribotypen blieb Uber die

verschiedenen Alterskategorien hinweg etwa konstant.

100%
90%
80%
T 70%
=
5 60%
:®
I 50%
[}
2 40%
o
2 30%
20%
10%
0%
0-17 18-44 45-64 65-84 85+
Patientenalter [Jahre]
Anzahl [n] 120 60 60 60 60
Handere ®012 014 =031 027 001 =010 =017
=002 078 =003 =004 ®005 =009 =01 m015
H018 =020 =023 =029 5032 =035 =038 =043
H045 =046 H (053 m054 =056 “057 =070 =081
“085 =087 =090 ©097 “120 £126 140 =176
“207 216 =258 ©276 302 “ 516

Abbildung 26: Relative Verteilung der PCR-Ribotypen in verschiedenen Alters-
klassen; PCR-Ribotypen, die im Vergleich zur sIpAST neu identifiziert
werden konnten, wurden blau markiert
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Vergleicht man die in Abbildung 26 dargestellten und mittels PCR-Ribotypisierung

ermittelten epidemiologischen Daten mit denen, die durch die slpA-Sequenzierung

gewonnen wurden (siehe Abbildung 25), so sind folgende Unterschiede in der

Verteilung der Ribotypen besonders erwahnenswert:

Das Spektrum der ermittelten Ribotypen erweiterte sich drastisch. Konnten mit
der sIpAST insgesamt 12 verschiedene Gruppen von Ribotypen bestimmt
werden, so gelang mittels der PCR-Ribotypisierung die Zuordnung der Isolate
zu 46 unterschiedlichen Genotypen. Diese zusatzlichen Ribotypen konnten in
der jungsten Altersklasse in 36,7% (n = 44/120) der Falle identifiziert werden.
In der Gruppe der 18- bis 44-jahrigen stellten sie mit 53,3% (n = 32/60) sogar
die Mehrheit aller Isolate. In den hdheren Altersgruppen sank ihr Anteil stetig
ab und betrug in der Gruppe der Patienten, die 85 Jahre und alter waren, nur
noch 15,0% (n = 9/60).

Der Anteil der anderen Ribotypen nahm in den drei jungsten Altersklassen, im
Vergleich der beiden Typisierungsmethoden, stark ab. Wurde mittels
slpA-Ribotypisierung noch circa jedes dritte Isolat dieser Gruppe zugeordnet,

waren es mittels PCR-Ribotypisierung nur noch circa 10 — 17% aller Proben.

Der slpA-Ribotyp 031/094, der zuvor Uber alle Alterskategorien hinweg 31-mal
identifiziert wurde, konnte in der PCR-Ribotypisierung nur noch ein einziges

Mal detektiert werden und spielte somit nur noch eine untergeordnete Rolle.

Im Vergleich der Ergebnisse der beiden Analysemethoden ergab sich fur die
Ribotypen 001, 010/014, 014/066 und 027 ein fast unverandertes Bild.
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Abbildung 27: Anzahl verschiedener PCR-Ribotypen und Anteil toxinogener
Ribotypen in verschiedenen Altersklassen

Die Altersklasse der 18- bis 44-jahrigen wies mit 28 verschiedenen PCR-Ribotypen
die grofte Heterogenitat der Genotypen auf. Eine ahnlich groRe Diversitat wiesen die
Patienten mit einem Alter von 0 — 17 Jahren und von 45 — 64 Jahren mit jeweils 24
unterschiedlichen PCR-Ribotypen auf. Mit zunehmendem Alter sank die Anzahl der
verschiedenen PCR-Ribotypen ab. In der Gruppe der 65- bis 84-jahrigen waren es
19 und in der Kategorie der =85-jahrigen 12 verschiedene PCR-Genotypen. Ein
gegensatzlicher Trend zeigte sich flur den Anteil der toxinogenen Ribotypen. In der
Kategorie der Kinder und Jugendlichen waren 71,7% (n = 86/120) der analysierten
Isolate toxinogen. Dieser Wert stieg fur Patienten mit einem Alter von 18 — 44 Jahren
auf 93,3% (n = 56/60) und blieb fur die Altersklassen der 45- bis 64-jahrigen sowie
der 65- bis 84-jahrigen etwa konstant mit 91,7% (n = 55/60) bzw. 93,3% (n = 56/60).
Die C. difficile Isolate der Patienten aus der hochsten analysierten Alterskategorie

waren alle (n = 60/60; 100%) toxinogen.
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5.2.3 Zuordnung der PCR-Ribotypen zu ihren korrelierenden sipA-Ribotypen

Abbildung 28: Schemazeichnung der Ergebnisdarstellung

In samtlichen Darstellungen dieses Abschnittes wurde der durch die PCR-
Ribotypisierung bestimmte Ribotyp und dessen absolute Haufigkeit (n) im zentralen
Kreis der Abbildungen dargestellt. Die peripher davon gelegenen Kreise beinhalteten
die Genotypen, welche die sIpAST den Isolaten eines einzigen
PCR-Ribotypen zuordnete. Dieser PCR-Ribotyp wurde im zentralen Kreis
angegebenen. Darlber hinaus enthalten die peripheren Kreise zusatzlich den
prozentualen Anteil des slIpA-Ribotyps an allen Isolaten des im zentralen Kreis
genannten PCR-Ribotyps. Der periphere Kreis wurde grin eingefarbt, wenn das

Ergebnis der sIpAST und der PCR-Ribotypisierung ubereinstimmten.

014/066
100%

Abbildung 29: Zuordnung der sIpA-Ribotypen zu den PCR-Ribotypen 009 und 020

Alle Isolate (n = 7/7) des PCR-Ribotypen 009 wurden durch die slpA-Sequenzierung
der Gruppe der anderen slpA-Ribotypen zugeordnet. Die Proben des PCR-Genotyps
020 erwiesen sich in der Vergleichsmethode zu 100% (n = 7/7) zugehorig zur Gruppe
der sIpA-Ribotypen 014/066.
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andere andere
80% 10%

Abbildung 30: Zuordnung der sIpA-Ribotypen zu den PCR-Ribotypen 005, 002, 078
und 140

Die 5 Proben des PCR-Ribotyp 005 stellten sich in der slpA-Sequenzierung in 80,0%
(n = 4/5) der Falle als andere slpA-Ribotypen und in 20,0% (n = 1/5) als slpA-Ribotyp
005 heraus. Mit 90,0% (n = 9/10) aller Falle erwiesen sich die meisten Proben des
PCR-Genotyps 002 in der Vergleichsmethode ebenfalls als slpA-Ribotyp 002. Die
Ubrigen 10,0% (n = 1/10) der Proben wurden den anderen slpA-Ribotypen
zugeordnet. Auch der PCR-Ribotyp 078 bestatigte sich in 93,3% (n = 14/15) aller
untersuchten Proben. Das verbleibende Isolat konnte den anderen slpA-Ribotypen
zugeordnet werden. Wenn der Ribotyp 140 mit Hilfe der PCR-Ribotypisierung
bestimmt wurde, so ordnete die slpA-Sequenzierung diese Isolate in 94,1%
(n = 16/17) der Falle den anderen slpA-Ribotypen zu. Die ubrigen 5,9% (n = 1/17)
der Proben ordnete die Vergleichsmethode dem slpA-Ribotyp 001 zu.

031/094
67%
010/014 031/094
85% 14%

Abbildung 31: Zuordnung der slpA-Ribotypen zu den PCR-Ribotypen 010, 012 und
015

Der PCR-Ribotyp 010 wurde durch die slpA-Typisierung in 85,0% (n = 17/20) der
untersuchten Proben richtig zugeordnet. Nur 10,0% (n = 2/20) bzw. 5,0% (n = 1/20)
aller untersuchten Isolate erhielten mit den anderen slpA-Ribotypen bzw. dem

slpA-Ribotyp 002 eine abweichende ldentifizierung.
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Fir den PCR-Genotyp 012 erfolgte durch die slpA-Typisierung folgende Zuordnung:
* 16,7% (n = 1/6) slpA-Ribotyp 014/066
* 16,7% (n = 1/6) andere slpA-Ribotypen
* 66,7% (n = 4/6) slpA-Ribotyp 031/094

Damit wurde keines dieser Isolate durch die Vergleichsmethode dem
korrespondierenden  slpA-Ribotyp des PCR-Ribotyps zugeteilt. Auch der
PCR-Ribotyp 015 konnte durch die slpA-Typisierung drei verschiedenen Genotypen
zugeordnet. Am haufigsten erfolgte die Zuteilung mit 71,4% (n = 5/7) der Falle dem
slpA-Ribotyp 001 gefolgt von den slpA-Ribotypen 002 (n = 1/7; 14,3%,) und 031/094

(n=1/7;,14,3%).
031/094
86%

031/094
2,5%

012/046
092
7%

andere andere
75% 7%

Abbildung 32: Zuordnung der slpA-Ribotypen zu den PCR-Ribotypen 027, 046 und
070

Der PCR-Ribotyp 027 wurde auch durch die slpA-Typisierung zu 94,7% (n = 36/38)
diesem Genotyp zugeordnet. Die Ubrigen 5,3% identifizierte die Vergleichsmethode
zu gleichen Anteilen als andere slpA-Ribotypen (n = 1/38) bzw. als sIpA-Ribotyp
031/094 (n = 1/38). Am haufigsten wurde der PCR-Ribotyp 046 den anderen
slpA-Ribotypen zugeordnet (n = 6/8; 75,0%). Die restlichen Isolate erhielten die
Zuteilung zu den slpA-Ribotypen 001 (n = 1/8; 12,5%) und 002 (n = 1/8; 12,5%). Der
PCR-Genotyp 070 erwies sich in 85,7% (n = 12/14) der Falle als slpA-Ribotyp
031/094. Die Ubrigen Isolate wurden in 7,1% (n = 1/14) der Falle als slpA-Ribotyp
012/046/092 identifiziert und weitere 7,1% (n = 1/14) als andere slpA-Ribotypen.
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Abbildung 33: Zuordnung der sIpA-Ribotypen zu dem PCR-Ribotypen 001

Zu sechs verschiedenen slpA-Ribotypen konnte der PCR-Ribotyp 001 zugeteilt

werden:
* 2,0% (n = 1/51) slpA-Ribotyp 002
* 3,8% (n = 2/51) slpA-Ribotyp 010/014
* 2,0% (n = 1/51) slpA-Ribotyp 014/066
* 2,0% (n = 1/51) slpA-Ribotyp 078
* 2,0% (n=1/51) andere slpA-Ribotypen
* 88,2% (n = 45/51) slpA-Ribotyp 001

Damit erfolgte in 88,2% (n = 45/51) aller Falle eine identische Eingruppierung durch
beide Methoden.
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Abbildung 34: Zuordnung der sIpA-Ribotypen zu dem PCR-Ribotypen 014

Die meisten verschiedenen slpA-Ribotypen wurden dem PCR-Genotyp 014

zugeordnet:

e 2,4% (n = 1/42) slpA-Ribotyp 001

2,4% (n = 1/42) slpA-Ribotyp 017

2,4% (n = 1/42) slpA-Ribotyp 031/094

2,4% (n = 1/42) slpA-Ribotyp 078

7,1% (n = 3/42) slpA-Ribotyp smz

9,5% (n = 4/42) anderen sIpA-Ribotypen

14,3% (n = 6/42) slpA-Ribotyp 010/014

59,5% (n = 25/42) slpA-Ribotyp 014/066

Insgesamt identifizierte die sIlpA-Sequenzierung 59,5% (n = 25/42) der Isolate dieses

PCR-Genotyps zutreffend.
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6 Diskussion

6.1 Klinisches Bild von Patienten im Kindesalter mit einer CDI

Ziel der klinischen Kohortenstudie war es, die klinische Bedeutung von CDI aus der
Perspektive einer universitaren Kinderklinik zu untersuchen. Deshalb wurde von
Januar 2010 bis Oktober 2013 die Symptomatik padiatrischer Patienten mit einer

nachgewiesenen CDI systematisch untersucht.

Die im Folgenden tabellarisch dargestellten padiatrischen Vergleichsstudien wurden

nach diesen Kriterien ausgewahlt:
* Anzahl der in die Studie eingeschlossenen Patienten >50 (N >50)
» Erfassung der klinischen Symptomatik der Patienten

* keine Fokussierung auf eine Patientenuntergruppe (z.B. onkologische
Patienten  oder Patienten mit einer  chronisch  entzundlichen

Darmerkrankungen)
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Tabelle 17: Ubersicht der Vergleichsarbeiten

Land Pat. (n) Studientyp Diagnostik Komorbiditat Antibiotische | Therapie der
Vortherapie CDI

Kim USA 2001 - 2006 4.895 retrospektive Toxintest Positiver Toxintest (n= 3.293/4.895)
2008 [99] Kohortenstudie Diagnosecode fir CDI 67,3%
Antibiotische Therapie der CDI

Sandora
2011 [14]

Pai Jan 2005 retrospektive Toxintest (EIA) Positiver Toxintest (n=68/75) 90,7% (n= 55/75) (n= 35/75)

2012 [111] — Dez 2009 Kohortenstudie toxigene Kultur Mindestens drei ungeformte 73,3% 46,7%
Stuhle in 24h
[ Kim |
2012 [17]
Sammons USA Jan 2006 5.107 eingebettete retrospektive ,validierte® Nachweis von C. difficile in (n=4.050/5.107) (n=5.020/5.107)
2013 [112] — Aug 2011 Kohortenstudie Nachweismethoden fir Stuhlproben 79,3% 98,3%
C. difficile Diagnosecode fiir CDI
Khanna
2013 [104]
Duleba Dez 2010 retrospektive Toxintest (PCR) Positiver Toxintest (n= 15/64) 23,4% (n=61/64) (n= 64/64)
2014 [64] — Feb 2012 Kohortenstudie Bestimmung des Mindestens drei ungeformte 95,3% 100%
Ribotyps 027 Stuhle in 24h
Rhee
2014 [113]
Wendt USA Jan 2010 Bevolkerungsbezogene Toxintest Nachweis von C. difficile in (n=395/944) (n=61/84)
2014 [114] — Dez 2011 Studie PFGE-Ribotypisierung Stuhlproben 41,8% 72,6%

ungeformte/wassrige Stihle

ocn S - O S
Daten

diese Arbeit Jan 2010 retrospektive + prospektive Toxintest (EIA + PCR) Nachweis von C. difficile in (n=83/101) (n=76/109) (n=27/113)

— Okt 2012 Kohortenstudie vollstandige Stuhlproben 82,2% 69,7% 23,9%
Ribotypisierung (sIpAST) ungeformte/wassrige Stihle
Antibiotika-
Resistenztestung
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Die vorgelegte Arbeit untersucht erstmals in Deutschland das klinische Bild von
Kindern und Jugendlichen mit einer CDI. Die meisten Studien, die sich mit diesem
Thema befassten, wurden in den USA durchgefuhrt [14, 17, 99, 104, 112-114]. In
Kontinentaleuropa wurde erst eine vergleichbare Studie von Duleba und Kollegen
realisiert, die jedoch im Vergleich zu dieser Arbeit (N = 118) nur eine relativ geringe
Anzahl an Patienten (N = 64) analysierte [64]. Darlber hinaus bietet die vorgelegte
Arbeit, durch den bis Oktober 2012 reichenden Untersuchungszeitraum, die im

Vergleich aktuellsten Daten zur klinischen Bedeutung von CDI bei Kindern.

Betrachtet man den Studientyp der vergleichbaren Arbeiten, so ist auffallig, dass nur
zwei Studien eine Vergleichsgruppe aufweisen [14, 17]. Darlber hinaus erfassten,
neben der vorgelegten Arbeit, nur zwei weitere Arbeiten die Daten teilweise
prospektiv [14, 17]. Die durchgefuhrte Diagnostik variiert stark zwischen den
einzelnen Studien. Alle Arbeiten, mit Ausnahme der Analyse von Sammons und
Kollegen, analysierten den Toxinstatus der C. difficile Isolate [14, 17, 64, 99, 104,
111-114]. Eine Bestimmung des Ribotyps erfolgte in zwei Studien ausschliel3lich in
Bezug auf den Ribotyp 027 [17, 64] und zwei weitere Studien fUhrten eine PFGE-
Ribotypisierung durch [113, 114]. Diese Typisierungsmethode beruht darauf, dass
das Gesamtgenom von C. difficile durch Restriktionsenzyme in flr einen Ribotyp
spezifische Fragmente zerteilt wird. Diese erzeugen in einer Gelelektrophorese ein
typisches Bandenmuster, anhand dessen der Ribotyp durch Abgleich des
Bandenmusters mit einer Datenbank zugeordnet werden kann. Einzig die vorgelegte
Arbeit bestimmte den Ribotyp mit Hilfe des sIpAST, welche den Ribotyp des
C. difficile Isolates exakter bestimmen kann, da der Genotyp durch eine
Sequenzierung und nicht durch eine vergleichsweise stérungsanfallige
Gelelektrophorese ermittelt wird. Somit ist es in dieser Arbeit erstmals gelungen eine
detaillierte Bestimmung der Ribotypen der C. difficile Isolate mit umfassenden
klinischen Daten der Patienten zu verknupfen. Darliber hinaus stellt die Antibiotika-

Resistenztestung ein weiteres Alleinstellungsmerkmal dieser Studie dar.

Die Einschlusskriterien der in der Tabelle 17 aufgefuhrten Studien unterscheiden sich
deutlich. Besonders strenge Einschlusskriterien erhoben z.B. Khanna und Kollegen,

indem sie unter anderem verlangten, dass auler der CDI keine andere Ursache fur
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die Durchfalle der Studienpatienten ermittelt werden konnte [104]. Dies ist sicherlich
eine Ursache dafur, dass in dieser Arbeit, trotz des 18 Jahre andauernden
Untersuchungszeitraumes, nur 92 Patienten in die Studie aufgenommen wurden. Mit
Ausnahme der Arbeiten von Rhee und Kollegen, Wendt und Kollegen sowie der
vorgelegten Arbeit, forderten alle Ubrigen Analysen einen positiven Toxintest als
Einschlusskriterium [113, 114]. Eine statistische Analyse der Toxin-positiv getesteten
Patienten im Vergleich zu den Toxin-negativen Patienten der vorgelegten Arbeit
ergab fur keinen der erfassten Parameter, mit Ausnahme der Haufigkeit einer
C. difficile spezifischen Therapie, einen signifikanten Unterschied zwischen diesen
beiden Patientengruppen. Daraus lasst sich schlieRen, dass der Toxinstatus des
C. difficile Isolates in dem analysierten Patientenkollektiv keine signifikante
Auswirkung auf die klinische Symptomatik der Patienten hatte. Bis auf vier Arbeiten
sind bei allen Ubrigen mindestens drei ungeformte Stiihle der Patienten innerhalb
von 24 Stunden notwendig gewesen, um in die Studie aufgenommen zu werden. Die
vorgelegte Arbeit beschrankte sich auf den Nachweis von ungeformten bzw.
wassrigen Stuhlen, da insbesondere im retrospektiven Teil der Datenerhebung die
Anzahl der Stuhle pro Tag nicht zuverlassig nachvollzogen werden konnte. Eine
besondere Schwierigkeit bei der Festlegung der Einschlusskriterien einer klinischen
Studie liegt darin, die Hirde hoch genug zu wahlen, um eine ausreichende Spezifitat
der Einschlusskriterien zu erreichen, ohne eine zu niedrige Sensitivitat zu riskieren.
Es ist von entscheidender Bedeutung alle Patienten mit CDI spezifischen
Symptomen einzuschlie3en, ohne zu viele Kinder und Jugendliche in die Studie
aufzunehmen, deren Kolonisation mit C. difficile keine Kklinische Symptomatik

verursacht.

Die in die vorgelegte Studie eingeschlossenen Kinder und Jugendlichen zeigten
kaum spezifische Begleitsymptome (z.B. Blutbeimengungen im Stuhl oder Fieber)
einer CDI neben dem Hauptsymptom der dunnflussigen Stuhle, welches alle
Studienteilnehmer aufwiesen und insgesamt auch einen milden Verlauf. Auffallig war,
dass die Kinder und Jugendlichen mit CDI und zusatzlicher Grunderkrankung oft
auch in Bezug auf ihre Grélke und Gewicht unterdurchschnittlich waren. Eine Uber

das Absetzen einer vorbestehenden Antibiotikatherapie und einer symptomatischen
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Behandlung hinaus reichende gezielte therapeutische Intervention gegen die CDI
wurde selten ergriffen. Nur 14,2% aller Patienten erhielten Metronidazol (p.o. oder
iv.) und nur 8,0% Vancomycin (p.o.) zur Therapie der CDI. Seit August 2012 (d.h.
schon vor Beginn der prospektiven Erfassungsstudie) gibt es fur die Kinderklinik eine
hausinterne Leitlinie zur Diagnostik und Therapie der CDI (siehe Anhang 10.4).
Diese Leitlinie wurde interdisziplinar im Rahmen des Paed IC Projekts gemeinsam
von Padiatern, padiatrischen Infektiologen und den Mikrobiologen erarbeitet [115]. In
dieser Leitlinie wurde zwar Metronidazol als Mittel der ersten Wahl beschrieben;
andererseits wird jedoch flr Patienten mit onkologischer Grunderkrankung oder
solche mit schwerem Verlauf der CDI primar der Einsatz von Vancomycin (p. 0.)
empfohlen. Hierzu wurde zudem von Prof. Dr. Lutz von Mduller und Prof. Dr. Arne

Simon eine interne arztliche Fortbildung in der Kinderklinik angeboten.

Etwa zwei Drittel (69,7%) aller Kinder und Jugendlichen erhielten in den 4 Wochen
vor der Diagnose der CDI eine antibiotische Therapie. In ahnlichen Studien lag
dieser Wert zwischen 71,4% und 98,3% [14, 64, 104, 111-114]. Die meisten der in
die Studie eingeschlossenen Patienten wiesen Grunderkrankungen auf (82,2%), am
haufigsten aus dem Bereich der Kardiologie (25,4%). Die Werte flir den Anteil der
Patienten mit mindestens einer Grunderkrankung schwankten zwischen den
Vergleichsstudien stark zwischen 23,4 — 90,7% [17, 64, 99, 111-114]. Dies ist auch
durch die Wahl des Studientyps zu erklaren. In bevolkerungsbezogenen Studien
sind, aufgrund des im Durchschnitt geslnderen Patientenkollektives, weniger
Studienteilnehmer mit Grunderkrankungen zu erwarten, als in einer Studie, die an

einem universitaren Zentrum der Maximalversorgung durchgefuhrt wurde.

Virale Kopathogene wurden in 36,9% aller Falle nachgewiesen und fanden sich
signifikant haufiger bei Kleinkindern. Die in vitro Resistenztestung der Isolate ergab
keinen Hinweis auf Resistenzen gegen Metronidazol oder Vancomycin; vereinzelt
allerdings gegenuber Clarithromycin, Moxifloxacin und Rifampicin. Diese
Erkenntnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen, die von Muller et al. 2012 zu
den Trends der Antibiotikaresistenzentwicklung von C. difficile veroffentlichten [116].
Die molekulare Genotypisierung der Isolate zeigte, dass nicht epidemische

slpA-Ribotypen am haufigsten anzutreffen sind, gefolgt von den slpA-Ribotypen
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010/014  und  014/06. In  volligem Gegensatz  dazu  dominieren

infektionsepidemiologisch bei Erwachsenen die Ribotypen 001 und 027.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass C. difficile im Bereich der Padiatrie, trotz
steigender Inzidenzen, nur aulerst selten schwere Krankheitsverlaufe hervorruft
[99, 104]. Diese Erkenntnis bestatigen die Resultate von Nylund und Kollegen, die in
ihrer Arbeit 2011 zwar eine Steigerung der Inzidenz, aber im Gegensatz zu der
Entwicklung bei Erwachsenen, keine Zunahme der Schwere der Erkrankungen
beobachteten [21]. Des Weiteren beschrieben auch Baker und Kollegen bei
padiatrischen Patienten mit einer CDI nur eine geringe Auspragung der

Krankheitssymptome [106].

Die im Median unterdurchschnittlichen Werte fur GroRe und Gewicht korrelieren mit
dem hohen Anteil der Patienten mit mindestens einer chronischen Erkrankung. Es
handelt sich hier eben doch um die Patientenpopulation eines universitaren
padiatrischen Zentrums der Maximalversorgung. Gerade vor diesem Hintergrund ist

der sehr geringe Anteil an schwerwiegenden Erkrankungen (CDI) erstaunlich.

Die Definition von schwerwiegenden Verlaufen einer CDI im Bereich der Padiatrie
wird in der Literatur uneinheitlich gehandhabt. So definierten Sandora und Kollegen
einen Krankheitsverlauf als schwerwiegend, wenn bei dem Patienten ein toxisches
Megakolon, eine gastrointestinale Perforation bzw. eine Sepsis auftrat und / oder der
Patient verstarb [14]. Im Vergleich dazu waren in der Arbeit von Duleba und
Kollegen, zusatzlich zu den Kriterien von Sandora und Kollegen, weitere Faktoren

kennzeichnend fur einen schwerwiegenden Erkrankungsverlauf. Dazu zahlten [64]:

Fieber (>38,5°C)

+ Leukozyten >15.000x10%I
* erhOhte Kreatinin-Werte

e Albumin <2,5 mg/dI

* Hypotension
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* pseudomembrandse Kolitis
* Notwendigkeit der Intensiviberwachung des Patienten
* chirurgische Intervention aufgrund der CDI

Die im Bereich der Erwachsenen verwendeten Kriterien der erhohten CRP-Werte,
der Leukozytose sowie des Fiebers korrelieren jedoch nach Erkenntnissen von Pai
und Kollegen als allein verwendete Diagnosekriterien im Bereich der Padiatrie nicht
mit schwerwiegenden Krankheitsverlaufen einer CDI [111]. Sie entwickelten
folgendes Scoring-System um schwere padiatrische Krankheitsverlaufe detektieren

zu konnen:

Tabelle 18: Diagnosekriterien einer schwerwiegenden CDI im Kindesalter, nach Pai
etal. [111]

Diagnosekriterium | Punkte |

Diarrhoe >5/Tag

erhohte Leukozyten-Werte

Fieber (>38°C)

1
I —
1
I —
1
[ —
2

Intensiviberwachung

Wendet man diese Diagnosekriterien auf das Patientenkollektiv der vorgelegten

Arbeit an, so werden 28 Krankheitsverlaufe als moderat sowie 90 als mild und keine
als schwerwiegend eingestuft. Das Kriterium der langer als funf Tage anhaltenden
Durchfalle konnte aus den vorhanden Patientendaten nicht erhoben werden. Da
jedoch nur 6 Patienten eine Punktzahl von 4 erreichten und somit eventuell bei
vollstandiger Erhebung des Scores als schwerwiegender Verlauf hatten eingestuft
werden kdnnen, zeigt sich, dass im analysierten Patientenkollektiv schwerwiegende

Erkrankungsverlaufe eine Raritat darstellten.
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Die geringe Anzahl an spezifischen therapeutischen Interventionen (23,9%) konnte
auf den Einschluss von Patienten mit Toxin-negativen Isolaten (35,6%) in die Studie
und die, wahrscheinlich klinisch oft im Vordergrund stehenden, Grunderkrankungen
zuruckzufihren sein. Nicht zuletzt ist die Untersuchung samtlicher Stuhlproben der
Padiatrie im zweiten Abschnitt der Studie, also auch der Proben von Kindern und
Jugendlichen, welche auflier dunnflissigen Stlhlen keine typischen Symptome fur

eine CDI hatten, zu berucksichtigen.

In ahnlichen Arbeiten konnte die in dieser Studie am haufigsten durchgefuhrte
symptomatische Therapie nur in 5 — 25% der Falle dokumentiert werden [14, 17, 64,
104, 111]. Allein in der Arbeit von Pai und Kollegen von 2012 waren die Patienten,
die eine C. difficile spezifische Therapie erhielten, mit 46,7% ebenfalls in der
Minderheit [111]. Ursache dafur koénnten die nur schwer vergleichbaren
Zusammensetzungen  der  Patientenkollektive und die  abweichenden
Einschlusskriterien sein (siehe Tabelle 17). Wenn eine spezifische Therapie der CDI
durchgefuhrt wurde, kam in allen Vergleichsarbeiten sowie auch in der vorgelegten
Arbeit Metronidazol am haufigsten zum Einsatz. Zweit haufigste Therapiemethode
war eine Gabe von Vancomycin oder eine Kombination von Metronidazol und
Vancomycin in den Vergleichsstudien [14, 17, 64, 99, 104, 111]. Letztere konnte in

der vorgelegten Arbeit nicht beobachtet werden.

Um ein eindeutigeres Bild der klinischen Symptomatik von padiatrischen Patienten
mit einer CDI zu erhalten, missten die gesammelten Daten mit einer Kontrollgruppe
verglichen werden. Die zum Teil retrospektive und damit nicht immer vollstandige
Datenerfassung sowie das Fehlen einer Kontrollgruppe sind als Schwachstellen des
Studiendesigns zu erwahnen. Daraus ergibt sich, dass ein Teil der analysierten
Merkmale nicht von allen in die Studie eingeschlossenen Patienten bekannt ist.
Trotzdem verdeutlichen die Ergebnisse, dass bei jeder Durchfallerkrankung im

Kindesalter eine CDI stets differentialdiagnostisch in Betracht gezogen werden muss.

Ein weiteres Ziel dieser Untersuchung bestand darin, Unterschiede zwischen einer
ambulant erworbenen CDI und nosokomial erworbenen CDI bei Kindern und

Jugendlichen herauszuarbeiten. Anders als vermutet waren nur wenig mehr als die
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Halfte aller Falle (52,5%) nosokomialen Ursprungs. Diese Patienten wiesen
signifikant haufiger eine chronische Erkrankung sowie einen signifikant starker
erhdhten CRP-Wert auf und eine signifikant langere stationare Behandlungsdauer
nach der CDI Diagnose bis zu ihrer Entlassung. Bei Kindern mit ambulant
erworbener CDI wurden tendenziell haufiger (vor allem virale) Kopathogene
nachgewiesen. Die Symptome Erbrechen sowie schwere Durchfalle zeigten sich
haufiger. Darlber hinaus waren Kinder mit einer ambulant erworbenen CDI
signifikant junger. Zu berucksichtigen ist, dass virale PCR’s lange nach Abklingen der
klinischen Symptome positiv bleiben kénnen. Damani und Kollegen beschrieben
2011 in ihrer Arbeit eine Reduktion der Anzahl von CDI um 77%, nachdem effektive
hygienische MalRnahmen zur Verhinderung eines Norovirus Ausbruches nach einem
erfolgten Ausbruch etabliert wurden [117]. El Feghaly und Kollegen untersuchten
2013 erstmals die klinische Bedeutung von viralen Kopathogenen bei padiatrischen
Patienten mit einer CDI. In dieser Studie waren Kinder, die sowohl ein virales
Kopathogen als auch eine CDI aufwiesen, jinger als die Vergleichsgruppe und
wiesen eine hohere Bakterienlast auf. Die klinische Symptomatik unterschied sich
zwischen beiden gegenubergestellten Gruppen nicht [118]. Moglicherweise
beeinflussen virale Kopathogene das intestinale Mikrobiom, &hnlich einer
antibiotischen Vortherapie, was zu einem erhéhten Risiko fur eine CDI fihren wirde.
Andererseits ist es moglich, dass eine CDI die Immunantwort der Kolonschleimhaut
in einer Weise beeinflusst, die dazu beitragt, dass eine Besiedelung mit einem
viralen Kopathogen leichter erfolgen kann. Die Frage, ob das Vorhandensein eines
viralen Kopathogens einen Risikofaktor flr eine CDI darstellt oder umgekehrt muss

durch weitere Studien abgeklart werden.

Eine antibiotische Vortherapie konnte Uberwiegend in der Gruppe der nosokomial
erworbenen CDI beobachtet werden und hier kamen vor der CDI auch haufiger
Breitspektrum-Antibiotika wie z.B. Cephalosporine der Gruppe Il oder Il zum Einsatz.
Unterschiede zwischen beiden Infektionsarten eindeutig festzustellen ist, aufgrund
der vielen Storfaktoren (Begleiterkrankungen, Koinfektionen), nur sehr bedingt
moglich. Die Tatsache, dass Koinfektionen, meist viraler Art, und das Symptom

Erbrechen in der Gruppe der ambulant erworbenen CDI Uberreprasentiert waren,
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konnte mit der friheren Entscheidung fur eine Stuhldiagnostik, bei wahrscheinlich
akuterer gastrointestinaler Symptomatik, in Zusammenhang stehen. Des Weiteren ist
zu berucksichtigen, dass die vorliegende Studie die Unterscheidung zwischen
ambulanten und nosokomialen Infektionen ausschliel3lich nach Beginn der
Symptome vornimmt. Durch diese Einteilung kann der Zeitpunkt der Infektion nicht
eindeutig bestimmt werden, da der Symptombeginn keine Rulckschlisse auf den
Zeitpunkt bzw. den Ort der Infektion oder einer, der Infektion vorausgegangenen,
Besiedelung mit C. difficile zulasst. Der Anteil bzw. die Bedeutung der ambulant
erworbenen CDI nahm in padiatrischen Studien aus anderen Landern (v.a. aus den
USA) im Laufe der letzten Jahre stark zu. Es wurden Werte von 11 — 75%
angegeben [15, 16, 88, 104]. Auch die Tatsache, dass Patienten mit einer ambulant
erworbenen CDI, signifikant jinger waren als Kinder und Jugendliche mit einer
nosokomialen Infektion ist ein in der Literatur beschriebenes Phanomen [16, 104].
DarUber hinaus sprechen die vorliegenden Ergebnisse dafir, dass eine nosokomiale
Infektion verantwortlich fur einen langeren bzw. eventuell schwereren
Krankheitsverlauf sein kann, aufgrund der langeren stationaren Verweildauer und der
madglicherweise ausgepragteren systemischen EntzGndungsreaktion
(Surrogatparamter. CRP-Werte). Zu diesem Ergebnis kamen 2013 auch Sammons
und Kollegen [15]. Ganz eindeutig bestatigen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass
C. difficile bei Kindern und Jugendlichen keineswegs ausschlief3lich als nosokomialer
Infektionserreger ~ vorkommt.  Auch  bei einer ambulant  erworbenen
Durchfallerkrankung ist eine CDI in Erwagung zu ziehen. Eine nosokomial erworbene
CDI betrifft haufiger Patienten mit Grunderkrankungen, was dazu beitragt, dass eine

nosokomiale Infektion einen Risikofaktor fur einen komplizierteren Verlauf darstellt.

Kinderonkologische Patienten sind besonders gefahrdet an einer CDI zu
erkranken. Sie befinden sich haufig in Krankenhausern und ihr Immunsystem ist
durch Chemotherapien in einem geschwachten Zustand. Dies ist der Hauptgrund
daflr, dass bei dieser Patientengruppe haufiger Breitspektrum-Antibiotika eingesetzt
werden im Vergleich zu Patienten ohne onkologische Grunderkrankung. Auch in der
vorgelegten Arbeit wurden Kinder und Jugendliche mit einer onkologischen

Grunderkrankung signifikant haufiger antibiotisch vortherapiert als Patienten, die kein
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Malignom aufwiesen. Die C. difficile spezifische Symptomatik unterschied sich
zwischen beiden Gruppen nicht. Eine Mukositis hatten 8 der 27 kinderonkologischen
Patienten (29,6%). In einer von Simon und Kollegen 2007 veroffentlichten Arbeit war
der Anteil dieser Patienten mit 12,5% etwas geringer [119]. Das Vorliegen einer
Mukositis erschwert aufgrund der Symptome, die sie hervorrufen kann, die
Unterscheidung zwischen einer Kolonisation mit C. difficile und einer CDI. Deshalb
kann bei diesen Patienten nicht aufgrund der mikrobiologischen Testergebnisse
zwischen einer Kolonisation und einer symptomatischen Infektion unterschieden
werden. Diese Problematik konnten auch Dominguez und Kollegen in ihrer 2014
veroffentlichten Arbeit beobachten [120]. Eine febrile Granulozytopenie konnte bei
29,6% der in die Studie aufgenommenen Kinder und Jugendlichen der
Kinderonkologie festgestellt werden. Folge der Granulozytopenie ist es, dass sich
wegen der herabgesetzten Immunantwort kein vollstandiges klinisches Bild der
Enterokolitis auspragt. Erst nach Wiederanstieg der Granulozyten entwickelt sich in
der Darmwand eine Entzindung mit Wandverdickung und Pseudomembranen
[42, 43]. Nur 3,7% der onkologischen Patienten wiesen eine Neutropenie zum
Zeitpunkt der Diagnose der CDI auf. Dies steht in vollkommener Ubereinstimmung
mit der Arbeit von Simon und Kollegen, die beschrieben, dass eine CDI seltener bei
neutropenischen Patienten beobachtet werden kann, als bei solchen deren
Laborwerte unauffallig sind [119]. Betrachtet man die Analyse der bei den
kinderonkologischen Patienten auftretenden slpA-Ribotypen wahrend des gesamten
Studienzeitraumes, so fallt auf, dass nur im dritten Quartal 2013 ein eindeutiger
slpA-Ribotyp zweimal detektiert wurde. Dabei handelte es sich um einen stationar
betreuten Patienten sowie einen Patienten, der an die kinderonkologische Ambulanz
angebunden war. Eine Ubertragung des C. difficile Stammes zwischen diesen beiden
Kindern kann als ausgeschlossen angesehen werden. Dies lasst den Schluss zu,
dass sich trotz der relativ hohen Zahl von CDI bei kinderonkologischen Patienten im

Untersuchungszeitraum, kein C. difficile Ausbruch in dieser Zeit ereignete.

Die Bedeutung von Grunderkrankungen als pradisponierende Faktoren fur eine
CDI ist bekannt [15, 16, 21]. Jedoch gibt es bisher wenige Erkenntnisse uUber die

Auswirkungen von chronischen Erkrankungen auf den Krankheitsverlauf einer
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Infektion mit C. difficile. Mit 82,2% aller Studienteilnehmer wies der weitaus grofte
Teil der Kinder und Jugendlichen eine Komorbiditat auf. Patienten mit einer solchen
waren, im Vergleich zu Studienteiinehmern ohne chronische Erkrankung, im
Durchschnitt bezuglich ihrer GroRe und ihres Gewichtes weniger altersentsprechend
entwickelt. Kinder und Jugendliche, fur welche keine Grunderkrankung dokumentiert
werden konnte, wiesen ofter virale Koinfektionen auf und bendtigten im Durchschnitt
weniger stationare Behandlungstage nach Diagnosestellung der CDI bis zu ihrer
Entlassung. Die hohe Pravalenz von chronischen Erkrankungen im untersuchten
Patientenkollektiv deckt sich mit den kumulativen Daten der Vergleichsstudien. In
diesen Studien bestand kumulativ bei 70,4% der Patienten mit einer CDI eine
chronische Grunderkrankung (siehe Tabelle 17). Die Tatsache, dass Patienten ohne
eine chronische Erkrankung haufiger eine virale Koinfektion aufwiesen, ist
wahrscheinlich darauf zuridckzufihren, dass insgesamt 16,9% der stationaren
Aufnahmen der Kinder und Jugendlichen wegen einer akuten Gastroenteritis
erfolgten. Der langere stationare Aufenthalt der Patienten mit einer Grunderkrankung
nach Diagnose der CDI bis zu ihrer Entlassung, im Vergleich zu Patienten, die diese
nicht aufwiesen, ist sicherlich in erster Linie eine Folge der therapeutischen
Interventionen, die wegen der Grunderkrankung nétig wurden. Dennoch kdnnte dies
auch als Anzeichen dafur gewertet werden, dass eine Komorbiditat einen
Risikofaktor fur einen schwereren Verlauf der CDI darstellt. Zu dieser Erkenntnis
gelangten auch McFarland und Kollegen sowie Valentini et al. in ihren 2007 und
2013 veroffentlichten  Studien [16, 121]. Eine chronisch entzindliche
Darmerkrankung (CED) wiesen 4 Kinder und Jugendliche des Patientenkollektives
auf. Als einzige aller Studienteilnehmer konnte bei 2 dieser Patienten ein blutiger
Stuhl beobachtet werden. Retrospektiv lasst sich nicht mehr feststellen, ob dieser
durch die CED oder die CDI verursacht wurde. Eine CED gilt als ein Risikofaktor fur
eine CDI [122]. Daruber hinaus ist eine CDI mit einem schwereren Verlauf der CED
assoziiert, indem sie einen Schub der CED imitieren bzw. auslésen kann. Kelsen und
Kollegen vermuten sogar, dass die CDI eine Rolle in der Atiopathogenese der CED

spielen konnte [123].
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Der Uberraschend niedrige Anteil der spezifisch wegen der CDI therapierten
Patienten und der hohe Anteil der milden bzw. moderaten Krankheitsverlaufe, der in
die Studie eingeschlossenen Kinder und Jugendlichen, sowie die Tatsache, dass im
beobachteten Patientenkollektiv keine schwerwiegenden Komplikationen der CDI
auftraten  (keine Pseudomembrandse Kolitis, keine  Notwendigkeit von
Intensiviberwachung, keine Darmperforation, kein toxisches Megakolon) werfen die
Frage auf, in welchen Fallen eine spezifische Therapie der CDI notwendig ist. Wann
eine CDI als therapiebedurftig angesehen werden sollte, wird zur Zeit kontrovers
diskutiert. Aufgabe dieser Studie war es, Parameter zu detektieren, die Hinweise auf
die Therapiebediirftigkeit eines Patienten geben kdnnen. Die Ergebnisse der
mikrobiologischen Testung der C. difficile Isolate lagen in der Regel innerhalb von 24
Stunden vor. War ein Isolat im EIA Toxin-negativ und stellte sich in der anschlie3end
durchgefuhrten PCR als Toxin-positiv heraus, vergingen maximal 48 Stunden bis alle
klinisch relevanten Testergebnisse den behandelnden Arzten vorlagen. Insgesamt
erhielten nur 23,9% der Kinder und Jugendlichen des Patientenkollektives eine
spezifische Therapie gegen C. difficile. Diese waren tendenziell haufiger an
schweren Durchfallen erkrankt und wiesen signifikant haufiger eine Grunderkrankung
auf als Patienten, die nur eine symptomatische Therapie erhielten. Des Weiteren
gelang der Toxinnachweis in der Gruppe der Kinder und Jugendlichen mit einer
spezifischen Therapie signifikant haufiger. Patienten mit einer zielgerichteten
Therapie gegen C. difficile hatten eine signifikant langere stationare Verweildauer als
Studienteilnehmer, bei denen diese als nicht notwendig erachtet wurde. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Entscheidung Uber die Notwendigkeit einer
C. difficile spezifischen Therapie, in erster Linie an Hand der klinischen Symptomatik
(schwere Durchfalle) unter Bertcksichtigung der Grunderkrankungen der Kinder und
Jugendlichen, gepaart mit dem positiven Toxinnachweis gefallt wurde. Kinder und
Jugendliche, deren C. difficile Isolate den anderen slpA-Ribotypen zugeordnet
werden konnten, bendtigten signifikant seltener eine gegen C. difficile gerichtete
Therapie. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass diese nicht epidemischen
slpA-Ribotypen meist zu milde verlaufenden CDI fihren. Da Patienten mit bzw. ohne
spezifische therapeutische Intervention bezlglich des einzigen erfassten Outcome-

Faktors der stationaren Verweildauer, nach der Diagnose der CDI signifikante
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Unterschiede aufwiesen, ist davon auszugehen, dass durch die erwahnten Kriterien
Patienten mit einem erhohten Risiko eines schweren bzw. protrahierten
Erkrankungsverlaufes detektiert werden kénnen und somit in diesen Fallen eine
spezifische Therapie der CDI sinnvoll erscheint. Da eine spezifische Therapie der
haufig durch eine antibiotische Vortherapie mitverursachten CDI nach den aktuellen
Leitlinien immer mit Antibiotika erfolgt, hat eine spezifische Therapie der CDI stets
auch ein erhohtes Rezidivrisiko der CDI zur Folge. In einer Studie analysierten
Johnson und Kollegen die Effektivitdt der Behandlung einer CDI mit dem Toxin-
bindenden Wirkstoff Tolevamer, im Vergleich zu den etablierten Therapieoptionen
Metronidazol und Vancomycin. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Tolevamer im
Vergleich zu Metronidazol und Vancomycin als ineffektiv in der Therapie einer CDI
anzusehen ist. Jedoch fuhrte die nicht antibiotische Therapie mit Tolevamer zu einer
signifikanten Protektion der Patienten vor einem Rezidiv der CDI [124]. Dies ist ein
starker Hinweis darauf, dass Kinder und Jugendliche, deren CDI ausschliellich
symptomatisch therapiert wird, im Vergleich zu Patienten, die eine spezifische
Therapie ihrer CDI erhalten, ein geringeres Risiko eines CDI-Rezidives aufweisen. In
Anbetracht dieser Ergebnisse erscheint es sinnvoll padiatrische Patienten mit einer

erstmaligen CDI wie in Tabelle 19 dargestellt ist zu differenzieren und zu therapieren.

Tabelle 19: Vorschlag zur Indikationsstellung einer spezifischen Therapie der CDI

I N =
CDI Pai et al. [111] Patienten
1-2 :
2-4 chronische komplexe
p.o. oder i.v. e Krankheitsbilder
i 25 onkologische

Grunderkrankung
Immundefizienz-Syndrom

Vancomycin
(X))

Eine weitere Konstellation, in der eine Therapie einer CDI sinnvoll erscheinen kann,

ist der positive Toxinnachweis in einer Stuhlprobe eines Kindes, von dem aufgrund
seines anhaltenden stationaren Aufenthaltes eine Gefahr fur Kreuzinfektionen von
anderen Patienten ausgeht, wenn dem Patienten eine dauerhafte strikte
Einzelzimmerisolierung wahrend seines Aufenthaltes im Krankenhaus bis zum

Ruckgang der Symptome der CDI nicht zuzumuten ist.
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Um die Frage der Indikationsstellung einer zielgerichteten Therapie gegen C. difficile

umfassend beantworten zu kdnnen, sind weitere Studien ndtig.

Bisher haben nur wenige Studien Unterschiede zwischen verschiedenen
padiatrischen Altersklassen in der Patientencharakteristik einer CDI untersucht.
Ziel dieses Bereiches der Studie war es, die Patientencharakteristik der Kinder und
Jugendlichen in den Altersklassen von 12 Monaten bis <2 Jahren, 2 Jahren bis
<8 Jahren und 8 bis <18 Jahren zu untersuchen. Mit zunehmendem Alter der Kinder
und Jugendlichen stieg die Anzahl sowohl der Grunderkrankungen als auch das
Auftreten des Symptoms Bauchschmerzen. Dies konnte, mit Ausnahme der
kardialen Grunderkrankungen, fur alle analysierten chronischen Erkrankungen
beobachtet werden. Darlber hinaus bendtigten die alteren Patienten mehr stationare
Behandlungstage nach Diagnose der CDI bis zu ihrer Entlassung. Mit abnehmendem
Alter der Studienteilnehmer traten Kopathogene, besonders virale Durchfallerreger,
haufiger auf. Die dargestellten Ergebnisse legen nahe, dass virale Kopathogene vor
allem bei jungen padiatrischen Patienten als Risikofaktor fur eine CDI zu sehen sein
konnten. Das vermehrte Auftreten des Symptoms Bauchschmerzen mit steigendem
Alter der Patienten, ist wahrscheinlich auf die mit dem Alter zunehmende Fahigkeit
der Patienten der Angabe einer exakten Lokalisation ihrer Beschwerden
zurtuckzufuhren. Der Umstand der langeren Hospitalisierungsdauer der alteren
Kinder und Jugendlichen, im Vergleich zu jungeren Patienten, ist am ehesten dem
haufigeren Vorkommen von Grunderkrankungen in dieser Gruppe von Patienten
geschuldet. Die Ergebnisse dieser Studie kdnnen als Hinweis darauf dienen, dass
virale Kopathogene mit geringerem und Grunderkrankungen mit steigendem Alter
der padiatrischen Patienten als Risikofaktor fur eine CDI an Bedeutung gewinnen.

Diese Erkenntnis sollte durch weitere kontrollierte Studien Gberprift werden.
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6.2 Lokale Epidemiologie von Clostridium difficile

Angesichts der steigenden Bedeutung von C. difficile sowie der Ausbreitung des
hypervirulenten Stammes 027, fiel die Entscheidung die Epidemiologie von C. difficile
am Universitatsklinikum des Saarlandes zu untersuchen. Besonderes Augenmerk
wurde dabei auf Unterschiede im Vergleich von padiatrischen mit erwachsenen

Patienten gelegt.

Die Anzahl der Anforderungen einer Stuhluntersuchung auf C. difficile der
Kinderklinik verzehnfachte sich von 2000 bis 2013, wobei ein deutlicher Anstieg erst
ab Ende 2008 zu verzeichnen war. Im Vergleich dazu sind die Auftrage aus den
Kliniken fur Innere Medizin um etwa 300% gestiegen. Die chirurgischen Kliniken
stellten circa neunmal mehr Anfragen 2013 im Vergleich mit 2000. Der Anteil der
Toxin-positiven Proben an allen eingesendeten Proben der Klinik war fur die
Kinderklinik im Untersuchungszeitraum tendenziell am niedrigsten (0 — 11,6%).
Jedoch erreichte er im Jahr 2013 etwa das Niveau der Kliniken fur Innere Medizin.
Insgesamt zeigte die Nachweisrate toxinogener C. difficile Stamme fur alle
analysierten  Kliniken ~wahrend des Untersuchungszeitraumes erhebliche
Schwankungen (0 — 19,9%) ohne eindeutig erkennbare Tendenz. Das Jahr 2007
wies insgesamt betrachtet die hochsten Nachweisraten im Analysezeitraum auf
(10,4 — 19,9%). Diese starken Schwankungen legen nahe, dass die Einsendung der
Proben nicht aufgrund einer spezifischen Anamnese oder eines bestimmten
Risikoprofils, sondern routinemafig bei nosokomialer Diarrhoe erfolgt sind, was zu
einer niedrigen Spezifitat der Indikationsstellung fuhrt. Die CDI ist als eine von
mehreren Differentialdiagnosen eines mit Durchféllen einhergehenden (vorwiegend
nosokomialen) Krankheitsbildes zu betrachten. Im Jahr 2007 stieg das Bewusstsein
fur C. difficile als Durchfallerreger durch einen Ausbruch in der Region Trier, der
durch den hypervirulenten Ribotyp 027 verursacht wurde [125]. Dies erklart
moglicherweise die in diesem Jahr besonders stark gestiegene Zahl von
Anforderungen einer Stuhluntersuchung auf C. difficile. Bei stark verbesserten
diagnostischen Nachweisverfahren und erhdhten hygienischen Standards in den
folgenden Jahren, nahm die Nachweisrate von Toxin-positiven Isolaten ab.

Angesichts von geringen Nachweisraten toxinogener C. difficile Stamme, die

98



Diskussion

beispielsweise fur das Jahr 2013 mit Werten zwischen 5,5% und 9,7% teilweise nur
gering oberhalb der Kolonisationsrate von circa 5% lagen, sollte eventuell ein
Algorithmus entwickelt werden, der eine hohere Spezifitdt der Indikation zu einer

C. difficile spezifischen Diagnostik gewahrleistet [4].

Eine eindeutige jahreszeitliche Haufung der C. difficile Nachweise, speziell in den
Wintermonaten, in denen potentiell aufgrund von Erkaltungskrankheiten mehr

Antibiotika eingenommen werden, konnte nicht beobachtet werden.

Die stark angestiegene Zahl der Testung auf C. difficile Gber alle Einsender hinweg,
besonders aber fur die padiatrischen und chirurgischen Kliniken, beweisen die
Zunahme der Inzidenz und damit auch der Bedeutung von C. difficile als
Infektionserreger am Universitatsklinikum des Saarlandes. Durch die vorgelegten
Daten wird klar, dass in samtlichen Fachdisziplinen C. difficile als Durchfallerreger im
Verlauf der letzten 13 Jahre extrem an Bedeutung gewonnen hat. Dies ist besonders
fur den Bereich der padiatrischen Patienten eine wichtige Erkenntnis. In manchen
Kinderkliniken wird bisher keine auf den Nachweis von C. difficile ausgerichtete
Diagnostik durchgefuhrt. Grundsatzlich wird der CDI eine zu geringe Bedeutung im
Bereich der Padiatrie zugestanden. Die vorgelegten Daten belegen ein Uber den
Untersuchungszeitraum gewachsenes Bewusstsein (Awareness) fur die Bedeutung

von CDI im Kindesalter am UKS.

Vergleicht man den prozentualen Anteil positiver Untersuchungen von Stuhlproben
auf C. difficile und dessen Toxine in den Jahren 2011 — 2013 in verschiedenen
Altersklassen, so lasst sich festhalten, dass beide Parameter eine altersspezifische
Verteilung aufwiesen. Fur Patienten mit einem Alter von 0 — 17 Jahren war jede
funfte Untersuchung auf C. difficile und etwa jeder 16. Toxintest (EIA bzw. PCR)
positiv. Diese Werte waren fur Patienten mit einem Alter von 18 bis zu 44 Jahren
geringer, stiegen aber mit zunehmendem Patientenalter wieder kontinuierlich an.
Diese Daten beweisen indirekt, dass es fur eine CDI neben dem bekannten
Risikofaktor des hohen Alters auch eine, wenn auch geringer ausgepragte,
Pradisposition im Kindesalter gibt. Auch die Verteilung der sIpA-Ribotypen wies

deutliche Unterschiede zwischen den verglichenen Altersklassen auf. Besonders
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hervorzuheben ist, dass der hypervirulente slpA-Ribotyp 027 in der Gruppe, der bis
17 Jahre alten Patienten, nicht aufgetreten ist. Mit steigendem Patientenalter konnte
dieser jedoch zunehmend haufiger beobachtet werden. Gleiches gilt flr den
slpA-Genotyp 001. Eine umgekehrte Tendenz ist fur die slpA-Ribotypen 014/066,
010/014 sowie die anderen sIlpA-Genotypen zu erwahnen. Diese Analyse
veranschaulicht erstmals, dass sich die Epidemiologie der Genotypen von C. difficile
bei Kindern und Jugendlichen im Vergleich zu Patienten eines hoheren Alters
grundsatzlich unterscheidet. In ihrer 2011 verdffentlichten Arbeit konnten Stoesser
und Kollegen ebenfalls kein Isolat des Ribotyps 027 in der Gruppe der padiatrischen
Patienten nachweisen [126]. Goorhuis und Kollegen kamen in ihrer 2007
veroffentlichten Arbeit zu dem Ergebnis, dass Patienten, welche eine CDI aufwiesen,
die durch den Ribotyp 027 verursacht war, signifikant alter waren, als solche deren
Infektionen durch sonstige Ribotypen hervorgerufen wurden [127]. Diese Tatsache
kann erklaren, dass ein hohes Patientenalter mit tendenziell schwereren Verlaufen
und einer hdoheren Mortalitat einer CDI assoziiert ist, wohingegen schwere Verlaufe
in der Padiatrie eine Raritat darstellen. Zu gegensatzlichen Ergebnissen bezuglich
des Ribotyps 027 gelangten Kim und Kollegen sowie Toltzis et al. in ihren Arbeiten,
in denen in 11 — 19% aller padiatrischen Falle der Ribotyp 027 nachgewiesen wurde
[17, 128]. Beide Studien wurden in Nordamerika durchgeflhrt (Philadelphia und
Onhio). Die Diskrepanz der Ergebnisse konnte unter anderem dadurch zu erklaren
sein, dass diese Region bereits langer unter der Ausbreitung des dort zuerst
beschrieben hypervirulenten Ribotyps 027 leidet. Eine weitere Ursache kdnnte in der
unterschiedlichen Haufigkeit des Einsatzes von Fluorchinolonen liegen, welche von
Sandora und Kollegen in einer multivarianten Analyse als Risikofaktor fur eine CDI
im Kindesalter ermittelt werden konnten [14]. Wahrend in internationalen Leitlinien
ein Trend zum haufigeren Einsatz von Fluorchinolonen im Bereich der Padiatrie zu
beobachten ist, kommt diese Antibiotikaklasse in Deutschland nur bei sehr
spezifischen Indikationen (z.B. cystischer Fibrose, Kinder nach Transplantation eines

soliden Organs) zur Anwendung [129].

Welche Faktoren dazu fuhren, dass bestimmte Ribotypen bevorzugt bei jungen bzw.

alten Patienten anzutreffen sind, muss durch weitere Studien erforscht werden.
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Auffallig ist jedoch der flieBende Ubergang der dominanten Ribotypen zwischen den
verschiedenen Altersklassen. Die vorgelegte retrospektive Datenanalyse
veranschaulicht zum ersten Mal, dass die Charakteristik der C. difficile Stamme sich
bei erwachsenen Patienten im Vergleich zu Kindern und Jugendlichen stark
unterscheidet. Dies ist sicherlich eine der Ursachen fur die voneinander

abweichenden Krankheitsverlaufe beider Patientengruppen.
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6.3 Methodenvergleich: slpAST und PCR-Ribotypisierung

In  diesem Abschnitt der vorgelegten Arbeit wurden die molekularen
Analysemethoden der slpA-Sequenzierung und der PCR-Ribotypisierung hinsichtlich
ihrer Bestimmung des Genotyps von C. difficile Isolaten miteinander verglichen. Zu
diesem Zweck wurden 360 Isolate aus funf verschiedenen Altersklassen (0 — 17,
18 — 44, 45 — 64, 65 — 84 und =85 Jahre) mit beiden Methoden typisiert. Zusatzlich
erfolgte eine Bestimmung des Toxinstatus durch eine Multiplex-PCR. Dartber hinaus
wurde die Epidemiologie der Isolate der Patienten in den funf verschiedenen
Altersklassen analysiert. In der Literatur ist keine vergleichbare Arbeit beschrieben,
die zwei der bedeutendsten Typisierungsmethoden von C. difficile Isolaten, anhand
einer vergleichbaren Zahl von Isolaten von Patienten aus allen Altersklassen,
systematisch miteinander vergleicht. Wahrend die slpA-Typisierung insgesamt 12
verschiedene Genotypen identifizierte, waren es in der PCR-Ribotypisierung 46. Dies
ist ein deutlicher Beleg fur die bedeutend bessere Identifizierung von verschiedenen
Stammen durch die PCR-Ribotypisierung. Die durch sIpA-Sequenzierung
bestimmten Ribotypen wiesen aulerst unterschiedliche Toxinstatus auf. Im
Gegensatz dazu konnte allen Isolaten eines PCR-Genotyps ein identischer
Toxinstatus zugeordnet werden. Diese Tatsache wird zum ersten Mal in der
vorliegenden Arbeit beschrieben und ist beweisend dafir, dass jedem Genotyp ein
fur ihn typischer Toxinstatus zugewiesen werden kann. Diese Erkenntnis konnte erst
durch die wesentlich genauere Trennung zwischen verschiedenen Ribotypen durch
die PCR-Ribotypisierung im Vergleich zur slpA-Sequenzierung gewonnen werden.
Vergleicht man die durch beide Methoden gewonnenen epidemiologischen Daten
miteinander, so fallt auf, dass durch den Einsatz der PCR-Ribotypisierung im
Vergleich zur slpA-Sequenzierung der Anteil der anderen Ribotypen stark
zurtickgegangen ist und sich ein exakteres Bild der Ribotypen der verschiedenen
Altersklassen freilegt. DarUber hinaus veranderten sich die Zahlen fur die einzelnen
Ribotypen nur in geringem Umfang, mit Ausnahme des Genotyps 031/094, welcher
durch die sIpA-Sequenzierung haufiger als durch die PCR-Ribotypisierung
nachgewiesen wurde. Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass die PCR-
Ribotypisierung im Vergleich zur slpA-Sequenzierung wesentlich besser zur

Erhebung von epidemiologischen Daten geeignet ist, da sie ein detaillierteres Bild
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der Verhaltnisse wiedergeben kann. Nutzt man die mit der PCR-Ribotypisierung
gewonnenen Daten dazu die Haufigkeit verschiedener Ribotypen in den analysierten
Altersklassen dazustellen, so fallt auf, dass die Patienten mit einem Alter von 18 — 44
Jahren die groldte Diversitat aufwiesen, gefolgt von der Gruppe der Kinder und
Jugendlichen sowie der Kategorie der 45- bis 64-jahrigen. Mit steigendem Alter sank
die Anzahl der beobachteten Ribotypen pro Altersklasse stark ab. Einen
gegensatzlichen Trend zeigte der Anteil der toxinogenen Isolate auf. Dieser war in
der Gruppe der jungsten Altersklasse am geringsten, befand sich fir Patienten mit
einem Alter von 18 — 84 Jahren auf einem konstant hohen Niveau und stieg fur
Patienten, die 85 Jahre oder alter waren, auf 100% an. Dies spricht daflr, dass
Kinder und Jugendliche andere Infektionsquellen aufweisen als erwachsene
Patienten, da die Rate der toxinogenen Stamme in dieser Patientengruppe
wesentlich geringer als in allen anderen Altersklassen war. Daraus ergibt sich das
Vorliegen vieler verschiedener Infektionsquellen, welche vorwiegend im ambulanten
Bereich zu suchen sind, so z.B. das hausliche Umfeld [130]. Dies fuhrt dazu, dass in
dieser Alterskategorie viele verschiedene Ribotypen auftreten. Dennoch waren in
den Altersklassen der 18- bis 44-jahrigen mehr bzw. bei Patienten mit einem Alter
von 45 — 64 Jahren ahnlich viele verschiedene Ribotypen bei hoherem Anteil
toxinogener Stamme zu beobachten. Dies verdeutlicht, dass in diesen Altersklassen
zwar eine hohe Heterogenitat der vorkommenden Genotypen vorherrscht, diese sich
jedoch fast ausschlieRlich auf toxinogene C. difficile Isolate beschrankt. Die weiter
abnehmende Vielfalt der Genotypen in den beiden a&ltesten analysierten
Alterskategorien (65 — 84, 285 Jahre) ist ein Indiz dafur, dass die Infektionsquellen
sich im Vergleich zu den padiatrischen Patienten auf wenige Orte beschranken,
welche eine Selektion von wenigen toxinogenen Ribotypen beglnstigen. Dies gilt
besonders flr Pflegeheime und Krankenhauser. Diese Erkenntnisse widersprechen
der These, dass asymptomatische Kleinkinder und Sauglinge als
infektionsepidemiologisch bedeutsames Reservoir fur CDI bei Erwachsenen dienen,
da die dominierenden Ribotypen in den Altersklassen der Erwachsenen bei Kindern
und Jugendlichen nur selten anzutreffen sind [100]. Dies kann ein Hinweis darauf
sein, dass Kinder in Kindertagesstatten, Schulen und  weiteren

Gemeinschaftseinrichtungen mit C. difficile kolonisiert werden, indem sie die
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Bakterienstdmme untereinander verbreiten. Ein weiteres Indiz, welches gegen die
These der asymptomatischen Kleinkinder und Sauglinge als Erregerreservoir spricht,
ist der geringe Anteil der toxinogenen Ribotypen (71,7%) in dieser Alterskategorie im

Vergleich zu den deutlich héheren Werten der Erwachsenen (91,7 — 100%).

In der Einzelanalyse der Isolate fallt auf, dass die slIpA-Typisierung einem
bestimmten PCR-Ribotyp meist mehrere verschiedene Genotypen zuweist. Eine
Ubereinstimmung des Typisierungsergebnisses beider Methoden in >80% aller Falle
ergab sich fur die PCR-Ribotypen 001, 002, 010/014, 027 und 078. Fur alle Ubrigen
PCR-Ribotypen lag der Anteil der uUbereinstimmenden Testergebnisse darunter.
Diese Ergebnisse veranschaulichen, dass sowohl die slpA-Sequenzierung, als auch
die PCR-Ribotypisierung, die  hypervirulenten  Stamme 027 (94,7%
Ubereinstimmung) und 078 (93,3% Ubereinstimmung) mit einer relativ hohen
Zuverlassigkeit identifiziert. Killgore und Kollegen verglichen in ihrer 2008 erschienen
Arbeit sieben verschiedene Typisierungsmethoden fur C. difficile anhand von 42
verschiedenen Isolaten, welche durch verschiedene Analysemethoden, unter
anderen auch der sIpA-Sequenzierung und der PCR-Ribotypisierung analysiert
wurden, miteinander. Sie gelangten zu dem Ergebnis, dass die slpA-Sequenzierung
die Uberlegenere Methode bezlglich der Zuordnung verschiedener Isolate zu
einzelnen Ausbrichen sei [131]. Dieses Ergebnis ist darauf zurickzuflhren, dass die
slpA-Sequenzierung im Gegensatz zur PCR-Ribotypisierung in dieser Studie dazu in
der Lage war verschiedene Subtypen der Ribotypen 001, 014 und 027 zu
bestimmen. Im Ubrigen kamen beide Methoden in dieser Studie immer zu
identischen Ergebnissen bezuglich des Ribotyps. Die Ursache fur dieses Ergebnis ist
darin zu sehen, dass die relativ geringe Anzahl an untersuchten Isolaten (n = 42) mit
Ausnahme von 7 Isolaten aus den Ribotypen 001, 002, 010/014, 027 und 078
bestand. Daruber hinaus wurden in dieser Studie lediglich 11 verschiedene
Ribotypen analysiert. Der vorliegende Methodenvergleich umfasst dagegen, wie
bereits erwahnt, 360 Isolate und 42 verschiedene PCR-Genotypen. Insgesamt
betrachtet legen die ermittelten Ergebnisse dieses Methodenvergleiches nahe, dass
die slpA-Sequenzierung zwar fur die Erfassung epidemiologischer Daten bezuglich

der hypervirulenten Stamme 027 und 078 geeignet ist, aber darUber hinaus in
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Einzelfallen keine exakte Bestimmung des Ribotyps ermdglicht. Im Vergleich dazu
bietet die deutlich Uberlegene PCR-Ribotypisierung eine zuverlassigere und
differenziertere Bestimmung des Ribotyps. Des Weiteren weist ein durch die PCR-
Ribotypisierung ermittelter Ribotyp in 100% der Falle einen identischen Toxinstatus

auf, welcher entscheidenden Einfluss auf den klinischen Verlauf der CDI hat [64].
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10.1 Gerate, Reagenzien und Software

Tabelle 20: Ubersicht Gerate, Reagenzien und Software

Hersteller

Anaerobiertopf 2,5 |

Anaerobier-Sicherheitskatalysator Oxoid

CLO (Selektivmedium zur Anzucht von C. difficile) Biomérieux

GENbox anaer Biomérieux

Surface-Layer-Protein A Sequenzierung

Name Hersteller

Primer (siehe Tabelle 9) Biomers

PCR grade Aqua destillata Braun Melsungen AG
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Hersteller

Multiply-uStrip Pro 8er Kette (0,2 ml PCR-Gefalde) Sarstedt

TBE Puffer (1:10) (Tris-Borat-EDTA Puffer) Merck

Laufpuffer (1:10 TBE Puffer) Merck

Transilluminator Ultra-Violet Products

Safelock Tubes (1,5 ml) Eppendorf

FinchTV Software Geospiza

Stuhl-/Kultur-Aufreinigung

Name Hersteller

Maxwell 16 Tissue LEV Total RNA Purification Kit Promega
Inhalt: Maxwell 16 LEV RNA Cartridges

Nuclease free water

Elution tubes 0,5ml
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LEV Plungers

Multiplex-PCR und PCR-Ribotypisierung

Name Hersteller

Multiply-Pro Gefale (0,2 ml) Sarstedt

peqGold PCR Hot Start-Mix Y (25 ul)

PCR grade Aqua destillata Braun Melsungen AG

Filter Tips 0,5-10 pl Biospehere

Filter Tips 100-1000 pl Biospehere

Research Plus (Pipette) 10-100 pl Eppendorf

Vasco Nitril white (Handschuhe) Braun
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Sub-Cell GT BioRad

Hersteller

Image Lab (Software) BioRad

Laboratory film Parafilm

peq GOLD 100bp DNA Ladder Plus PegLab

QA-Agarose ™ Cat. No. AGAH0500 MP North American

Premium NoFrost (Gefrierschrank)

Fragmentanalyse der PCR-Ribotypisierungs-Amplifikate

Name Hersteller

Size Standard 600 Beckman Coulter

Gel Cartridge (10 ml) Beckman Coulter
Capillary Array Beckman Coulter

Sample Plates Beckman Coulter
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Name Hersteller

Mineralol Beckman Coulter
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10.2Einverstandniserklarung

an der Clostridium difficile Studie
Universitadtsklinikum des Saarlandes, Universitatskinderklinik Homburg Saar

m Information und Einverstdndniserklarung zur Teilnahme

Sehr geehrte Eltern,

bei lhrem Kind wurde im Stuhl Clostridium difficile nachgewiesen. C.difficile ist ein gegeniiber
Umweltbedingungen und Desinfektionsmitteln sehr stabiles Bakterium, das Durchfall und eine
Entziindung des Darmes auslosen kann. Besonders hdufig betroffen sind Kinder und Jugendliche, die
mit Antibiotika vorbehandelt wurden. Clostridien bilden Dauerformen (Sporen) und sind daher
gegenuber vielen Antibiotika unempfindlich. Unter einer Antibiotikatherapie haben sie oft gegeniiber

anderen Darmbakterien einen Selektionsvorteil.

Im Rahmen der Clostridium difficile Studie mochten wir (eine Forschungsgruppe des
Universitatsklinikums des Saarlandes, spezialisiert auf diesem Gebiet) diese Infektion bei Kindern und
Jugendlichen systematisch untersuchen und dabei neben vorbestehenden Grunderkrankungen und
Risikofaktoren auch den Verlauf wahrend des Krankenhausaufenthaltes sorgféltig dokumentieren
und auswerten. |hr Kind erhalt unabhangig von dieser Studie die bestmogliche Behandlung, die in

einer internen Leitlinie unserer Klinik festgeschrieben ist.

Alle fur die Dokumentation erforderlichen Laborwerte werden im Rahmen der tGblichen Behandlung

gewonnen, es ist also keine zusatzliche Blutentnahme (kein zusatzlicher Pieks) erforderlich.

Im Rahmen der Studie werden Informationen zur Vorgeschichte, zur Symptomatik und zum Verlauf der
Infektion zusammengetragen. Die in einer geschitzten Datenbank gespeicherten Informationen
werden ausschlieBlich zum Zwecke der wissenschaftlichen Forschung ausgewertet. Nur die
behandelnden Arztinnen und Arzte und die Mitarbeiter der Forschungsgruppe haben Zugriff auf
diese Daten. Alle Mitarbeiter der Forschungsgruppe unterliegen der medizinischen Schweigepflicht.
In der Datenbank steht nicht der Name und Vornahme oder das Geburtsdatum lhres Kindes, sondern
nur eine ldentifikationsnummer, d.h. die Daten sind anonymisiert. Der fir diese Studie zustdndige
Doktorand ist Herr Markus Mock. Es kann sein, dass er mit lhnen wdhrend des stationdren

Aufenthalts lhres Kindes Kontakt aufnimmt.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig, Ihr Kind muss als Patient keine Nachteile befiirchten, wenn
Sie die Teilnahme ablehnen. Wenn Sie weitere Fragen haben, wenden Sie sich bitte an die

behandelnden Arzte lhres Kindes oder direkt an die Koordinatoren der Studie:

Prof. Dr. med. Arne Simon Tel.: 06841-1628399
Prof. Dr. med. Ludwig Gortner Tel.: 06841-1628300

- Vielen Dank fiir Ihre freundliche Unterstiitzung ! -

CD Studie Homburg/Saar EV Version 30.10.2012 Seite 1 von 2
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an der Clostridium difficile Studie
Universitatsklinikum des Saarlandes, Universitatskinderklinik Homburg Saar

w Information und Einverstdndniserklarung zur Teilnahme

Name des Patienten:

Geburtsdatum:

Datum der stationdren Aufnahme:

Ich erklare, dass ich die Elterninformation zur wissenschaftlichen Untersuchung

Clostridium difficile Studie Homburg/Saar erhalten, gelesen und verstanden habe.

O ich bin damit einverstanden, dass die im Rahmen der wissenschaftlichen Untersuchung
erhobenen Krankheitsdaten in einer geschitzten Datenbank aufgezeichnet werden. Die
gespeicherten Daten werden ausschlieBlich zu wissenschaftlichen Zwecken verwendet. Alle
Personen, die Einblick in die Datenbank haben, sind zur Wahrung des Datenschutzes verpflichtet und
unterliegen der medizinischen Schweigepflicht. Bei der Veréffentlichung wird aus den Daten nicht
hervorgehen, welcher Patient an dieser Untersuchung teilgenommen hat.

O ichkann jederzeit meine Einwilligung ohne Angaben von Griinden widerrufen, ohne dass dies
fir mich oder mein Kind nachteilige Folgen hat.

O  ich bin ausreichend miindlich und schriftlich tiber die wissenschaftliche Untersuchung
informiert worden. Falls ich im Verlauf weitere Fragen habe, werde ich diese den behandelnden
Arztinnen und Arzten stellen.

Homburg, den

Unterschrift eines Elternteils oder eines Sorgeberechtigten

Homburg, den

Unterschrift Arztin / Arzt

Das Original verbleibt bei den Unterlagen. Eine Kopie wird den Eltern ausgehandigt.

CD Studie Homburg/Saar EV Version 30.10.2012 Seite 2 von 2
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10.3 Case Report Form

Einverstandnis der Sorgeberechtigten liegt vor o Ja

Dokumentationsnummer (=Fallnummer)

Name: Vorname:

Allgemeine Angaben

Geburtsdatum:

Geschlecht: m/w

Stationare Behandlung von . . bis (Datum)
GroRe _ cm/ Perzentile (___ ), Gewicht bei Aufnahme _ kg /Perzentile ()
Hauptdiagnose (in Bezug auf den stationaren Aufenthalt):

Nosokomiale Infektion : o Ja o Nein
Komorbiditaten

Frahgeburtlichkeit (<37 SSW bei Geburt) o Ja o Nein
Chronische Darmerkrankung o Ja o Nein
Cystische Fibrose o Ja o Nein
Onkologische Grunderkrankung o Ja o Nein
Chemotherapie o Ja o Nein
Kardiale Grunderkrankung o Ja o Nein
Genetische Grunderkrankung o Ja o Nein
Ernahrungssonde o Ja o Nein
Sonstige Grunderkrankung o Ja o Nein
Vorliegen einer Grunderkrankung o Ja o Nein

Sonstige:
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Aktuelle Anamnese

Beginn der Durchfalle (> 3 dlinne Stlihle/Tag) . . (Datum)
o ambulant erworben (<48 h nach Aufnahme) o nosokomial ( >48 h nach Aufnahme)
Chronische Durchfalle (>7 Tage)? o Ja o Nein o keine Angabe

Rezidivierende Durchfélle? (mind. 3 Wochen Symptomfreiheit) o Ja o Nein o keine Angabe

Wenn ja wie haufig in den vergangenen 6 Monaten?

Durchfallerkrankungen im persdnlichen Umfeld o Ja o Nein o keine Angabe
Krankenhausaufenthalt in den vergangenen 3 Monaten? o Ja o Nein o keine Angabe

Auslandsaufenthalt in den vergangenen 4 Wochen?

Erndhrungsgewohnheiten? o Mischkost o kein Schweinefleisch o vegetarisch
andere?
Stillzeit: ........... o Muttermilch o Formula

Anamnese Antibiotika
Vorbehandlung mit Antibiotika o Ja o Nein o keine Angabe

Wenn ja, ab wann:

Wenn ja, welche:

Antibiotikatage:

Antibiotikatyp: ... o Penicilline (Penicilin/Aminopenicillin)

......................................................................... o Cephalosporin
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Symptomatik bei Diagnose
Allgemeinzustand:

Temperatur (°C) - Fieber (>38°C)

Erbrechen............

Gewichtsverlust > 10% des Kdrpergewichts
Bauchschmerzen

Sichtbares Blut im Stuhl

Sonstiges:

Diagnostik Bildgebung:

Sonographie o Ja o Nein

Datum:

Ergebnis:

Abdomen Ubersicht (Réntgen)
Datum:

Ergebnis:

MRT oder CT o Ja o Nein
Datum:

Ergebnis:

o gut o reduziert o septisch

o Ja o Nein o nicht auswertbar/nicht bekannt

o Ja o Nein o nicht auswertbar/nicht bekannt
o Ja o Nein o nicht auswertbar/nicht bekannt
o Ja o Nein o nicht auswertbar/nicht bekannt

o Ja o Nein o nicht auswertbar/nicht bekannt

o Ja o Nein
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Laborbefunde bei Diagnose:

Datum des Laborbefundes:

Leukozyten (x 10%1):

Anteil der Granulozyten:

CRP (mg/l):

Procalcitonin:

Serum Albumin:

Base excess (Astrup):

Laktat:

Elektrolytwerte:

Na® e e,

Ko e e

Stuhldiagnostik
Virologisches Panel (PCR)

Adenovirus
Rotavirus
Norovirus

Astrovirus

......... o nicht analysiert
..................... o nicht analysiert
........................ o nicht analysiert
........................ o nicht analysiert
........................ o nicht analysiert
...................... o nicht analysiert

........................ o nicht analysiert

........................ o nicht analysiert

........................ o nicht analysiert

o Ja o Nein o nicht untersucht
o Ja o Nein o nicht untersucht
o Ja o Nein o nicht untersucht

o Ja o Nein o nicht untersucht

Virale Infektion

o Ja o Nein o nicht untersucht
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Diagnostik Mikrobiologie

Auftragsnummer:

Kultur auf enteropathogene Bakterien o Ja o Nein
o Salmonellen, o Campylobacter, o EPEC, o EHEC, o Shigellen, o Yersinien, o Parasiten
C. difficile Diagnostik: GLDH: o Ja o Nein, Toxin A/B o Ja o Nein,

Kultur o Ja o Nein, slpA-Genotyp:

Mikrobiologisch dokumentierte zusatzliche Infektion:

Blutstrominfektion mit nativer BIUtKURUT ... e o Ja o Nein
HarnwegsinfeKtion ... ... o e o Ja o Nein
T o [T (=3 o Ja o Nein

(Co-)Pathogene:

Analyse C. difficile

Toxingene:  Toxin A (tcd A) o Ja o Nein
Toxin B (tcd B) o Ja o Nein

Binares Toxin (cdt A/cdt B) o Ja o Nein

Resistenzen: Clarithromycin o sensitiv o intermediar o resistent
Metronidazol o sensitiv o intermediar o resistent
Moxifloxacin o sensitiv o intermediar o resistent
Vancomycin o sensitiv o intermediar o resistent
Rifampicin o sensitiv o intermediar o resistent
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Therapeutische Interventionen
Therapie

Absetzen der Antibiotika(Vorbehandlung)
Metronidazol (p.o. oderi.v.)

Dosierung [mg]:

Dauer der Therapie:

Vancomycin (p.o.)

Dosierung [mg]:

Dauer der Therapie:

Weitere Antibiotika:

Probiotika

(z.B. Saccharomyces oder Lactobacillen)
Intensiviiberwachung oder -therapie
Operative Intervention

Wenn ja,

a) wann:
b) welche:

Sonstiges / Kommentar zum Fall

o Ja o Nein
o Ja o Nein

o Ja o Nein

Tag(e)

o Ja o Nein

Tag(e)

o Ja o Nein

o Ja o Nein

o Ja o Nein
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k und Therapie der CDI
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