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1. Zusammenfassung

Clostridium difficile ist der hdufigste Erreger von Antibiotika-assoziierten Diarrhoen
und hat in den letzten Jahren als nosokomialer Problemkeim stark an Bedeutung
gewonnen. Das Bakterium ist grampositiv, stibchenférmig, obligat anaerob und bildet
Sporen aus.

Bei einer Antibiotikatherapie wird die natiirliche Darmflora gestort und Clostridium
difficile kann sich leichter ansiedeln. Die Ubertragung des Bakteriums erfolgt dabei in
der Regel fdkal-oral {iber die Aufnahme von Sporen. Clostridium difficile kann drei
bekannte Toxine ausbilden, Toxin A, Toxin B und das Binary-Toxin. Die Toxine
verursachen schwere Diarrhoen bis hin zur pseudomembrandsen Enterokolitis mit
moglichem letalen Ausgang. Das Binary-Toxin wird nicht von allen pathogenen
Stimmen gebildet, ist aber mit einer erhdhten Toxizitdt und Virulenz assoziiert. In den
letzten Jahren sind weltweit gehduft schwere Ausbriiche von Clostridium difficile
assoziierten Diarrhoen dokumentiert worden, die mit dem neu aufgetretenen, Binary-
Toxin bildenden Stamm Nap1/027 in Verbindung gebracht werden. AuBlerdem wurden
vermehrt Clostridium difficile assoziierte Diarrhoen auBlerhalb von Kliniken in der
Normalbevolkerung beschrieben. Da infizierte Patienten eine grofle Zahl von Sporen
ausscheiden, die resistent gegen herkdmmliche alkoholische Desinfektionsmittel sind,
konnen sie in klinischen Einrichtungen lange iiberdauern und stellen eine gefahrliche
Infektionsquelle fiir andere Patienten und Mitarbeiter dar. Aus diesem Grund miissen
strikte Hygieneregeln eingehalten werden, sobald ein Patient an Clostridium difficile
assoziierter Diarrhoe erkrankt ist. Gleichzeitig kommt einer moglichst schnellen
Diagnostik grofe Bedeutung zu damit ziigig entsprechende MafBnahmen eingeleitet
werden konnen.

In dieser Arbeit wurde ein Real-time-PCR Assay zum Nachweis und zur
Quantifizierung der 16S rRNA von Clostridium difficile weiteretabliert, wobei das Real-
time-PCR Assay eine hohe Sensitivitit und Spezifitit erreichte. Mit Hilfe der Real-
time-PCR wurde extrahierte DNA aus 242 Stuhlproben von zwei Patientengrupen des
Klinikums Marburg untersucht. Die erste Patientengruppe umfasste Patienten deren
Stuhlprobe zuvor im Toxinimmunoassay auf Toxin A und B von Clostridium difficile
positiv getestet worden war. In der zweiten Patientengruppe waren Patienten

eingeschlossen, die zwar an Diarrhoe erkrankt waren, deren Stuhlprobe aber im
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Toxinimmunoassay negativ getestet worden war. Es konnte gezeigt werden, dass das
verwendete Real-time-PCR Assay eine schnelle, sensitive und spezifische Methode
darstellt, um Clostridium difficile in extrahierter DNA aus Stuhlproben zu detektieren.
Alle Stuhlproben wurden zur Kontrolle zusétzlich mit einer konventionellen PCR auf
Toxin A, Toxin B und das Binary-Toxin untersucht. Bis auf wenige Ausnahmen
bestitigte sich im Test auf Toxin A und B das Ergebnis des Toxinimmunoassays. Bei 10
Proben konnte zudem das Binarytoxin nachgewiesen werden, was dafiir spricht, dass
auch im Klinikum Marburg bereits neuere Staimme von Clostridium difficile Einzug
gehalten haben.

In verschiedenen Studien konnte belegt werden, dass die Umgebung von mit
Clostridium difficile infizierten Patienten stark mit Sporen kontaminiert ist. Um
besonders kontaminierte Bereiche aufzuzeigen und die Verbreitung der Sporen zu
dokumentieren, wurde DNA aus 531 Abstrichen der Patientenumgebung extrahiert und
mit dem weiteretablierten Real-time-PCR Assay untersucht. Dabei wurden Proben aus
der Umgebung infizierter Patienten mit Proben der Umgebung nicht infizierter
Patienten, die aber mit infizierten Patienten auf einer Station lagen und Proben von
Stationen, auf denen seit 6 Monaten kein Fall von Clostridium difficile mehr aufgetreten
war, verglichen. Es wurde deutlich, dass nicht nur die direkte Umgebung von mit
Clostridium difficile infizierten Patienten stark kontaminiert ist, sondern auch der ganze
Stationsbereich. Auch in den Abstrichproben der Stationen, auf denen seit 6 Monaten
kein infizierter Patient mehr gelegen hatte, konnte Clostridium difficile nachgewiesen
werden. In einer Korrelationsanalyse wurde zudem deutlich, dass vor allem die Hénde
des Personals eine Hauptinfektionsquelle darstellen. Diese Ergebnisse lassen darauf
schlieen, dass die erforderlichen HygienemaBBnahmen auf den untersuchten Stationen
gar nicht oder nur unzureichend eingehalten werden.

Um zu vermeiden, dass sich Stimme wie der neu aufgetretene, hypervirulente Stamm
Nap1/027 weiter ausbreiten, ist es daher ndtig, dass sowohl den Patienten als auch dem
Personal deutlich gemacht wird, dass strikt eingehaltene HygienemaBnahmen die
einzige effektive Moglichkeit darstellen weitere Infektionen zu verhindern. Aufgrund
der Resistenz der Sporen gegen alkoholische Desinfektionsmittel kommt hier dem
Handewaschen neben der normalen alkoholischen Desinfektion eine besondere

Bedeutung zu.
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2. Einleitung

Clostridium difficile ist der hdufigste Erreger von Antibiotika assoziierten nosokomialen
Diarrhéen (CDI). Als nosokomial werden Infektionen bezeichnet, die in zeitlichem
Zusammenhang mit einem Krankenhausaufenthalt oder einer ambulanten medizinischen
MafBnahme stehen. Exogene Infektionen werden durch Keime aus der Umgebung des
Patienten verursacht, endogene Infektionen entstehen z.B. bei herabgesetzter
Immunabwehr des Patienten.

Clostridium difficile ist ein grampositives, obligat anaerobes Stidbchen-Bakterium. Der
Erreger bildet subterminal gelegene Endosporen, ist peritrich begeif3elt, beweglich und

2,5-5,9 x 0,3-1,5 um grofB3. Das Bakterium gehort zur Familie der Clostridiaceae.
2.1 Epidemiologie

Die Erstbeschreibung von Clostridium difficile erfolgte durch Hall und O Toole 1935,
wobei das Bakterium zuerst im Darm gesunder Kinder nachgewiesen wurde (Hall,
O’Toole, 1935). Allerdings wurde der Zusammenhang zwischen Bakterium und
pseudomembrandser Colitis erst 1978 von Bartlett et al. beschrieben (Bartlett et al.,
1978).

Bei bis zu 80% aller gesunden Neugeborenen lésst sich Clostridium difficile im Magen-
Darm-Trakt nachweisen. Die fehlenden Symptome bei Neugeborenen werden dadurch
erklirt, dass die Enterozyten im Darm der Kinder noch nicht ausgereift sind und somit
der Rezeptor fiir Toxin A noch nicht exprimiert wird (Borriello et al., 1998). Im Laufe
der kindlichen Entwicklung nimmt die Kolonisierungsrate mit Clostridium difficile dann
stark ab, so dass bei Erwachsenen der Anteil an Clostridium difficile Tragern nur noch
2-5% betrdgt, wobei es sich hier um eine asymptomatische Kolonisierung mit nicht
Toxin produzierenden Bakterien handelt (Poutanen at al., 2004). In Krankenhdusern
sind 10-25% der Patienten mit Clostridium difficile kolonisiert, wobei nur ein kleiner
Teil der Patienten auch symptomatisch ist. 80% der tatsdchlich an CDI erkrankten
Patienten sind iiber 65 Jahre alt (Silva et al., 1994).

Das natiirliche Reservoir fiir Clostridium difficile ist die Umwelt, so findet sich das

Bakterium in der Erde, in Heu, im Flusswasser, in Schwimmbecken aber auch in Tieren.
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Es wird auBBerdem vermutet, dass Sdugetiere wie zum Beispiel Kilber und Schweine ein
Reservoir flir Clostridium difficile darstellen (Rodriguez-Palacios A et al., 2007; Keel et
al. 2007). In einer Studie konnte Clostridium difficile aulerdem in Rinderhackfleisch
nachgewiesen werden. (Rodriguez-Palacios A et al., 2007a). Die Ubertragung erfolgt in

den meisten Féllen fdkal-oral iiber die Sporen, aber auch aerogen und als Aerosol.

2.2 Pathogenese

Die natiirliche Flora des menschlichen Gastrointestinaltrakts wirkt als Schutzbarriere
gegeniiber pathogenen Infektionserregern. Eine Antibiotikatherapie stort dieses
Gleichgewicht und pathogene Erreger wie Clostridium difficile konnen sich ansiedeln.
Die Infektion mit Clostridium difficile erfolgt dabei meistens iiber die fdkal-orale
Aufnahme von Sporen. Im Gegensatz zu den empfindlichen vegetativen Zellen des
Bakteriums sind die Sporen sehr resistent gegeniiber Hitze, Trockenheit und Séaure.
Dadurch konnen die Sporen lange Zeit in der Umwelt {iberdauern und werden auch bei
der Magen-Passage durch die Magenséure nicht zerstort (Poutanen et al., 2004).

Zur klassischen Symptomatik einer CDI kommt es, wenn Clostridium difficile Toxine
produziert (Larson et al., 1978). Clostridium difficile verfliigt dabei iiber die drei
bekannten Pathogenitétsfaktoren Toxin A, Toxin B und ein bindres Toxin.

Die Gene von Toxin A und Toxin B sind die beiden grofiten bekannten bakteriellen
Toxine (von Eichel-Streiber et al., 1992). Toxin A und B sind aus drei Dominen
aufgebaut und werden iiber Endozytose in die Zellen eingeschleust. Eine Studie von
Hofmann et al. zeigte, dass sich am N-Terminus von Toxin B die enzymatische
cytotoxisch wirkende Komponente und am C-terminalen Ende die Rezeptor bindende
Komponente befindet (Hofmann et al, 1997). Beide Toxine wirken als
Glycosyltransferasen und glycosilieren kleine GTP bindende Rho-Proteine, woraus
dann die Zerstdrung des Aktin-Zytoskeletts resultiert (von Eichel-Streiber et al., 1996).
Durch Zerstérung des Zytoskeletts kommt es dann zu einer Abrundung der betroffenen
Zelle (Dillon et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Toxin A als auch
Toxin B iiber Glycosilierung der Rho-Proteine letztendlich dann die Apoptose der
intestinalen Zellen induzieren (Mahida et al., 1996 ; Fiorentini et al., 1998).

Toxin A und B bewirken auBBerdem tiber 11-8 und TNFa Freisetzung aus Monozyten und
Makrophagen die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und spielen damit eine

wichtige Rolle bei der Entziindungsreaktion der pseudomembrandsen Colitis



Einleitung 7

(Souza et al., 1997 ; Linevsky et al., 1997). Toxin A wird durch das tcdA Gen kodiert
und ist 308 kDa grof3. Es wirkt toxisch auf Enterozyten und fiihrt iber Stérung der Tight
Junctions zu einer erhdhten Permeabilitdt der Darmschleimhaut. Dadurch kommt es zu
Elektrolyttransportstorungen, Fliissigkeitsverlust und Funktionsstérungen des Darms.
Toxin B wird durch das tcdB Gen kodiert und ist 270 kDa groB. Es wirkt wesentlich
zytotoxischer als Toxin A und kann durch die von Toxin A vermittelte erhohte
Zellwand-Permeabilitidt auf tiefere Zellschichten einwirken, wodurch es dann zur
Schleimhautnekrose kommt. Als Reaktion auf die Toxinwirkung kommt es zur
vermehrten Rekrutierung von Entziindungszellen im betroffenen Gebiet. Auflerdem
lasst sich ein Anstieg der Leukozyten beobachten. Die Gene von Toxin A und B liegen
auf dem so genannten Paloc, dem chromosomalen Pathogenitdts-Locus. Der Paloc
setzt sich aus den Genen tcdA, tcdB, tcdC, tcdD und tcdE zusammen Die Gene tcdC
und tcdD sind regulatorisch wirkende Gene, wobei tcdC als Supressorgen von Toxin A
und B, und tcdD als Positiv-Regulator von Toxin A und B wirkt. Das tcdE-Gen ist ein
Porin-Gen. (Loo et al., 2005)

Die Gene fiir das Binary-Toxin, cdtA, 48kDa und cdtB, 99 kDa, liegen aullerhalb des
Paloc. Das Binary-Toxin wurde bei dem Clostridium difficile Stamm CDT196 1988
von Popoff et al erstmals nachgewiesen. Es handelt sich bei dem Toxin um eine
aktinspezifische ADP-Ribosyltransferase. Insgesamt ist das Binary-Toxin dem 1 —Toxin
von Clostridium perfringens dhnlich (Popoff et al., 1988). Das Binary-Toxin besteht aus
zwei Komponenten, der enzymatischen Komponente, die durch das cdtA-Gen kodiert
wird und der bindenden Komponente, die durch das cdtB-Gen kodiert wird. Die
bindende Komponente koppelt an einen Rezeptor der Zelloberfliche an, worauthin die
enzymatische Komponente iiber Endozytose in das Zellinnere eingeschleust werden
kann (Barth et al., 2004). Die enzymatische Komponente des Binary-Toxins wirkt dann
als ADP-Ribosyltransferase auf das G-Aktin und verursacht eine Schidigung des
Aktinzytoskeletts (Giilke et al., 2001). Das Binary-Toxin wurde nur in Stimmen mit
Verdanderungen im tcdA- und tcdB-Gen nachgewiesen, sind die Gene fiir Toxin A und
B intakt, kommt es nicht zur Binary-Toxinbildung. Dagegen kann das Binary-Toxin
sehr wohl auch in Stimmen ohne Toxin A und B Genen gebildet werden (Stubbs et al.,
2000).

Die verschiedenen Clostridium difficile Typen variieren in ihrer Toxizitit und Virulenz.
Nicht jeder Clostridium difficile Stamm produziert alle Toxine, manche produzieren gar

keine Toxine, teilweise wird nur ein Toxin gebildet.
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AulBlerdem gibt es die verschiedensten Genvariationen. Auffallig ist, dass gerade die
Stimme mit Gendeletionen der Toxine oft besonders schwere CDI-Verldufe
verursachen. Clostridium difficile Stimme, die liberhaupt keine Toxine bilden, haben
dagegen keine klinische Bedeutung. Es konnte keine Korrelation zwischen der Schwere
der Erkrankung und gemessenen Toxinlevels gefunden werden (Akerlund et al., 2006).
Beginnend im Oktober 2001 in den USA wurden seit 2002 in verschiedenen Stddten
Kanadas CDI-Infektionen mit im Vergleich zu frilheren Ausbriichen wesentlich
schwereren Krankheitsverldufen und erh6hter Mortalitét registriert. Im Zusammenhang
mit diesen schweren Clostridium difficile Ausbriichen wurde ein bis dahin unbekannter
neuer besonders virulenter Clostridium difficile Stamm beschrieben (Loo et al., 2005).
Es handelt sich um den in der Pulsfeld-Elektropherese North American Type 1 (Napl),
in der PCR Ribotypisierung 027 und in der Restriktionsendonuklease Analyse als
Gruppe BI bezeichneten Stamm. Im Folgenden wird dieser Stamm der Einfachheit
halber als Nap1/027 bezeichnet. Es existieren verschiedene Subtypen des Napl/027
Stamms. So wird zum Beispiel in der Pulsfeldelektropherese zwischen Napla und
Naplb unterschieden. Das Auffinden weiterer Untergruppen von Napl/027 ist noch
Gegenstand der Forschung.

Nap1/027 verfiigt iiber eine 18-bp Deletion an Position 117 des tcdC Gens, welches als
Negativ-Regulator fiir die Toxin A und Toxin B Produktion funktioniert. Als Folge
dieser Deletion wird die Produktion von Toxin A und Toxin B nicht mehr durch das
tcdC Gen gehemmt und es resultiert eine 16-mal groBBere Toxin A und 23-mal groBere
Toxin B Produktion (Warny et al.,2005). Aulerdem produziert der Nap1/027-Stamm
das so genannte Binary-Toxin. Inwieweit das Binary-Toxin bei der erhdhten
Pathogenitidt von Napl/027 eine Rolle spielt, ist nicht bekannt (Geric et al., 2006)
Weiterhin wurde bei Nap1/027 eine vermehrte Sporenbildung nachgewiesen, wodurch
der Stamm sich besonders schnell ausbreiten kann (Fawley et al., 2007; Akerlund et al.,
2008).

Seit 2002 hat sich der Stamm Nap1/027 in Nordamerika (McDonald et al., 2005) und
Europa drastisch ausgebreitet. So wurde dieser hochvirulente Stamm bereits in England
(Smith et al., 2005), den Niederlanden (Kujiper et al., 2005), Belgien (Joseph et al.,
2005), Frankreich (Tachon et al., 2006), Osterreich (Indra et al., 2006), Irland (Long et
al., 2007), Finnland (Lyytikdinen et al., 2007), Japan (Kato et al., 2007) und im Mérz
2007 auch in Deutschland (Zaiss et al., 2007) nachgewiesen. Es besteht der begriindete
Verdacht, dass Nap1/027 Stimme nicht nur wie andere Clostridium difficile Stimme
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eine Resistenz gegen Cephalosporine der dritten Generation und Clindamycin
aufweisen, sondern auch resistent sind gegen neuere Fluorchinolone, vor allem gegen
Ciprofloxacin. Es wurde auflerdem ein Zusammenhang mit der Antibiotika -
Therapiedauer beobachtet (Pepin et al., 2005). Der genaue Mechanismus der Resistenz
gegen Fluorchuinolone ist noch nicht bekannt, allerdings wurde in einer Publikation aus
Irland in einigen resistenten Isolaten eine Mutation gefunden, welche eine
Aminoséuresubstitution von Thr-82-Ile im gyrA Gen bewirkte (Drudy et al., 2007). Die
erhohte Antibiotikaresistenz ist ein Grund fiir die schnelle Verbreitung (McDonald et
al., 2005). Es wurden in den letzten Jahren auch Toxin A-negative, Toxin B-positive
Stdmme beschrieben. Diese Stimme haben nur ein verkiirztes tcdA Gen, wodurch eine
Produktion von Toxin A nicht mdglich ist, verfligen aber anscheinend iiber grofere
Virulenz als Toxin A und B positive Stimme. So kam es bei einem Ausbruch dieser
Stamme in den USA zum Tod von zwei Patienten (Alfa et al., 2000). Die groflere
Virulenz von Toxin A negativen Stimmen scheint darin begriindet zu sein, dass in
diesen Stimmen das Toxin B eine breitere Substratspezifitit aufweist. Normalerweise
glycolisieren Toxin A und B nur Rho-G-Proteine.Das Toxin B in den Toxin A
negativen Stdmmen glycosiliert dagegen auch andere G-Proteine. Es wurden aber auch
milde Verldufe einer CDI durch Toxin A negative Stimme und das Vorkommen bei
asymptomatischen Trigern geschildert (Kato et al., 1998). AuBBerdem scheinen Toxin A
negative Toxin B positive Stimme auch vermehrt resistent gegen Fluorchinolone und
Clindamycin zu sein (Drudy et al., 2007)

Um die weitere Ausbreitung von hochvirulenten Stdimmen wie Nap1/027 oder Toxin A
negativen /Toxin B positiven Stimmen unter Kontrolle zu bringen wird es daher notig
sein, Antibiotika wie Cephalosporine, Clindamycin und Fluorchinolone moglichst nur
gezielt einzusetzen und nicht lidnger als notwendig. Dies trifft auch fiir alle anderen
Antibiotikaklassen zu, die die Darmflora verindern und somit C. difficile einen

Standortvorteil verschaffen.
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2.3 Risikofaktoren

Risikofaktoren fiir eine Infektion mit Clostridium difficile sind vor allem die Einnahme
von Antibiotika wie Amoxicillin, Cephalosporinen, Clindamycin und eventuell auch
Fluorchinolonen (McFarland et al.,, 2007). Besonders die Ausbreitung von
hypervirulenten Stdmmen scheint im Zusammenhang mit der Einnahme von
Fluorchinolonen zu stehen (Pepin et al., 2005). Andererseits flihrte die Gabe von
Moxifloxacin zu einer Reduktion von C. difficile (Valiquette et al., 2007). Dies zeigt,
dass offenbar die Art der Beeinflussung der gesamten Darmflora durch Antibiotika
(Reduktion, Verdnderung) die Ursache fiir ein Autkeimen von C. difficle zu sein
scheint.

Weitere Risikofaktoren sind ein Alter des Patienten von iiber 60 Jahren, Komorbiditét
durch andere Erkrankungen, Immunsupression, die Anzahl der eingenommenen
Antibiotika, vorherige  Krankenhausaufenthalte sowie schlechte intestinale
Vorbedingungen wie zum Beispiel Zustand nach groBen Bauchoperationen und
Sondenerndhrung (Starr et al., 2003 ; McFarland et al., 2007). Aulerdem scheint sich
die Einnahme von Protonenpumpenhemmern foérdernd auf eine Infektion mit
Clostridium difficile auszuwirken (Yearsley et al., 2006).

Clostridium difficile assoziierte Erkrankungen kamen bis vor wenigen Jahren in erster
Linie nur als nosokomiale Infektionen in Krankenhdusern vor. In letzter Zeit traten
jedoch eine gesteigerte Zahl so genannter ,,community-aquired infections* auf, also
Clostridium diffficile Infektionen in der Allgemeinbevolkerung, die keine oder nur
wenige der oben genannten Risikofaktoren aufweist. Bei diesen ,,community-aquired
infections* scheint ein Stamm vom Ribotyp 078 eine Rolle zu spielen, welcher anders
als die bisher bekannten Clostridium difficile Stimme auch hdufiger jlingere Personen
infiziert. AuBerdem wird eine Ubertragung iiber Tiere und den Verzehr von Fleisch
diskutiert, da der Stamm 078 genetische Ahnlichkeit mit Clostridium difficile Stimmen

bei Schweinen und Rindern aufweist (Goorhuis et al., 2008).
2.4 Symptome
Clostridium difficile verursacht ein breites Spektrum an Beschwerden. Infizierte

Patienten konnen entweder direkt nach Antibiotikatherapie Symptome entwickeln,

wobei es durch die Antibiotika bedingte Zerstorung der normalen Darmflora zur
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Ubersiedelung mit Clostridium difficile kommt, oder es kann einige Wochen nach der
Antitbiotikatherapie zum Auskeimen der Sporen kommen (Kelly et al.,1994) Bei
normalem Verlauf betridgt die Inkubationszeit nach Erregeraufnahme weniger als eine
Woche mit einem Median von zwei Tagen (McFarland et al.,1989). In der Regel setzen
die Symptome abrupt ein. Es kommt zu explosiven, sehr wéssrigen und faulig
riechenden Diarrhoeen. Die Patienten leiden an abdominellen Schmerzen, teilweise
haben die Patienten auch Fieber.

Es kann eine erhohte Leukozytenzahl festgestellt werden. Die Patienten fiihlen sich
miide und erschdpft, manche Patienten verspiiren Ubelkeit. Der Krankheitsverlauf kann
von leicht verlaufenden Diarrhoeen {iiber stirkste Durchfdlle bis hin zur
pseudomembrandsen Kolitis, zum toxischen Megacolon, paralytischem Ileus und
Darmperforation reichen (Kelly et al., 1998). Bei der pseudomembrandsen Kolitis
bilden sich hellgelbe so genannte Pseudomembranen auf der Darmschleimhaut von
Kolon und Rektum. Die Entziindung beschrinkt sich auf Kolon und Rectum.

Die unterschiedlichen Krankheitsverldufe werden sowohl durch wirtsabhéngige
Faktoren als auch durch erregerspezifsche Faktoren bestimmt. So sind Patienten mit
vorgeschadigter Mucosa und geschwiachtem Immunsystem z.B. besonders anfillig fiir
schwere Verldufe, andererseits gibt es aber auch besonders virulente Stimme, wie z.B.
den Nap1/027 Stamm. 15-25% aller Patienten erleiden einen Riickfall (Kelly et al.,
1994). Eine Studie zeigte, dass eine Leukozytenzahl von 20x10°/1 oder hoher, eine
erhohtes Kreatinin von mindestens 200pumol/l mit schwereren Verldufen und hdufigeren
Rezidiven einhergehen (Pepin et al., 2004). Es wurde auBerdem beobachtet, dass
Rezidiv-Patienten mit hoherem Lebensalter, erhohten Leukozytenzahlen und
Nierenversagen hdufig Komplikationen wie z.B. Kolektomie, Darmperforation oder

Tod innerhalb von 30 Tagen im Rahmen der CDI erleiden (Pepin et al., 2006)

2.5 Immunitit

Als Reaktion auf eine Infektion mit Clostridium difficile werden im Korper des
Patienten Antikorper gegen Toxin A, Toxin B und andere Clostridium difficile Antigene
wie z.B. Oberflachenproteine gebildet. Es handelt sich hierbei um IgG, IgM und IgA
Antikdrper. In einer Studie konnten bei 60% untersuchter Personen Antikorper gegen

Clostridium difficile nachgewiesen werden (Kelly et al., 1994).
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Die bei einer Primérinfektion gebildeten Antikorper gegen Toxin A schiitzen den
Patienten vor einer erneuten Infektion. Kommt es zu Rezidiven, liegt das meistens an
einem zu niedrigen Antikorpertiter von Serum IgG und intestinalen IgA (Kyne et al.,
2001). Es wurde beobachtet, dass asymptomatische Clostridium difficile Trager ein
geringeres Risiko haben im Anschluss an einer manifesten CDI zu erkranken als
Clostridium difficile negative Patienten (Shim et al., 1998). Passend dazu konnte gezeigt
werden, dass bei hohem Antikorpertiter die Krankheitsverldufe milder waren als bei

niedrigen Antikorpertitern (Kyne et al., 2000; Warny et al., 1994).

2.6 Diagnostik

Fiir die Diagnostik von Clostridium difficile stehen verschiedene Nachweismethoden
zur Verfiigung. Der Goldstandard ist der Nachweis der Toxizitdt in der Zellkultur mit
beispielsweise Fibroblasten. Hierbei werden gefilterte zellfreie Stuhlsuspensionen auf
Monolayer Zelllinien aufgetragen. Bei positivem Toxizitdtsnachweis ldsst sich ein
zytopathischer Effekt in Form der Abrundung der Zellen ablesen. Das Verfahren ist
jedoch sehr zeitaufwendig und teuer.

Eine weitere Mdglichkeit ist der kulturelle Nachweis. Wie der Name Clostridium
difficile schon sagt, ist die Kultur des Bakteriums nicht ganz einfach. Einerseits weil
Clostridium difficile obligat anaerob wéchst und andererseits weil die Kultur leicht von
anderen enteralen Keimen iiberwuchert wird. Zur Anzucht wird Cycloserin-Cefoxitin-
Fructose-Selektivagar verwendet. Der kulturelle Nachweis hat den Vorteil, dass auch
die Stidmme erfasst werden, die kein Toxin bilden. Zudem ldsst sich zur
Resistenzbestimmung ein Antibiogramm anfertigen. Auch die Typisierung und
Zuordnung von Isolaten ist nur iiber die Kultur zu erreichen. Um das Problem der
Uberwucherung mit anderen Keimen zu umgehen, werden Selektivnihrmedien mit
Cycloserin und Cefoxitin eingesetzt, die die Begleitflora hemmen. AuBBerdem kann das
Auskeimen der Sporen durch den Zusatz von Taurocholat gefordert werden (Wilson et
al., 1982). Eine Moglichkeit besteht auch in einer Ethanol-Schock-Behandlung, die nur
die Sporen iiberstehen (Borriello et al., 1981). Clostridium difficile wéchst als
grauweifle Kolonie mit fransigen Ridndern und einem Durchmesser von 4-8 mm.
Auffillig ist auch der klassische unangenehme Geruch nach Pferden, der durch
Parakresol hervorgerufen wird. Der kulturelle Nachweis ist allerdings zeitaufwendig, da

die beimpften Agarplatten mindestens 48 Stunden anaerob bebriitet werden miissen.
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Die Routinediagnostik setzt deshalb vor allem ELISA-Schnelltests zum Nachweis der
Clostridium difficile Toxine ein (Barbut et al., 2003). In der Regel werden Testkits
verwendet, die beide Toxine A und B erfassen. Es gibt zwar auch Testsysteme , die nur
Toxin A oder B nachweisen, da aber nicht jeder Stamm beide Toxine produziert ist es
sinnvoller einen Test zu verwenden, der beide Toxine erkennt. AuBlerdem sind gerade
Toxin A negativen Stimme in den letzten Jahren vermehrt aufgetreten (Komatsu et al.,
2003). Der in der Diagnostik eingesetzte Schnelltest auf Toxin A und B ist ein ELISA,
der iiber die Bindung von Antikdrpern gegen Antigene von Toxin A und B funktioniert.
Die optische Dichte bei 450 nm ist dabei proportional zum antikdrpergebundenen
Toxinantigen. Allerdings hat der verwendete Elisa (s. Material und Methoden) nur eine
Sensitivitit von 66%-97%. Das bedeutet, es gibt viele falsch-negative Proben
(Vanpouce et al., 2001).

Wichtig ist, die Stuhlproben bis zur Testung bei -4°C zu lagern, da mehrmaliges
Auftauen und Einfrieren zur Abnahme der Toxine fiihrt (Freeman et al., 2003). Zudem
sind ELISA-Tests zum Nachweis der Glutamatdehydrogenase erhéltlich. Die
Glutamatdehydrogenase wird von allen Clostridium difficile Stimmen gebildet. Der
Vorteil ist, dass liber die Glutamatdehydrogenase auch nicht Toxin bildende Stimme
nachgewiesen werden konnen. Kreuzreaktionen mit anderen Anaerobiern wie z.B.
Peptostreptococcus anaerobius wirken sich dagegen nachteilig aus (Wilkins et al.,
2003). Das Testergebnis eines ELISAS liegt noch am selben Tag vor. ELISA-Tests sind
wegen des geringen zeitlichen Aufwands und der einfachen Handhabung gut fiir
Screening- Untersuchungen geeignet. Eine weitere Mdglichkeit ist die konventionelle
PCR zum Nachweis der Toxin- DNA und 16S rRNA, wobei ein positives Ergebnis der
16 S rRNA PCR auch die asymptomatischen Triger erfasst. Die PCR ist wesentlich
aufwendiger als die ELISA Schnelltests. Die konventionelle PCR erreicht durch den
Nachweis spezifischer Gensequenzen eine Spezifitit von 100% und eine Sensitivitét
von 91,5% (Ackermann et al., 2004). Es wurden auch schon Real-time-PCR Assays
zum Nachweis von Clostridium difficile beschrieben. Belanger et al. gelang es 2003 ein
auf dem Nachweis der Gene von Toxin A und B basierendes Real-time-PCR Assay mit
einer Spezifitdit von 100% und einer Sensitivitit von 97% zu entwickeln. Die
Nachweisgrenze lag bei 5x10°CFU/g Stuhl (Belanger et al., 2003). Penders et al
konnten ein Real-time-PCR Assay zum Nachweis der 16S rRNA etablieren (Penders et
al., 2005). Der grofle Vorteil der Realtime PCR ist, dass schon innerhalb weniger
Stunden ein Ergebnis vorliegt. Allerdings ist die Durchfiihrung einer Real-time-PCR
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teurer als eine konventionelle PCR. Der Nachweis von Clostridium difficile mittels
konventioneller PCR und Real-time-PCR Methoden ist in Routinelabors allerdings nicht
etabliert, da noch keine kommerziellen Testkits zur Verfiigung stehen.

Im Fall einer pseudomembrandsen Kolitis konnen auflerdem in der Rektoskopie die

typischen Pseudomembranen gezeigt werden.

2.7 Privention und Hygiene

Das grofite Problem bei der Infektion mit Clostridium difficile sind die Sporen, die in
der Umgebung des infizierten Patienten persistieren und auf diesem Weg andere
Patienten und Mitarbeiter infizieren konnen.

Die wichtigsten Prédventionsmafinahmen um andere Patienten nicht zu gefdhrden sind
daher die Kontaktisolierung des betroffenen Patienten und die griindliche Unterweisung
von Patient und Personal in HygienemaBnahmen. Betroffene Patienten werden in
Einzelzimmern untergebracht, in Ausbruchsituationen kann eine Kohortenisolation
erfolgen. Dem Patienten ist eine eigene Toilette zur Verfligung zu stellen. Alkoholische
Héndedesinfektion und anschlieBende griindliche mechanische Héndereinigung durch
Waschen mit Wasser und Seife nach jedem Toilettenbesuch sind weitere grundlegende
VorbeugemalBnahmen.

Auch das Personal muss besondere hygienische Richtlinien einhalten. Bei
Patientenkontakt, beim Bettenmachen und bei Reinigungsarbeiten miissen
patientenbezogene, langidrmelige, geschlossene Schutzkittel getragen werden, die vor
Verlassen des Zimmers entsorgt werden.

AuBerdem miissen bei Patientenkontakt, Kontakt mit Stuhl des Patienten oder
kontaminierten Gegenstéinden obligatorisch Einmalhandschuhe getragen werden. Es ist
wichtig, dass mit bereits kontaminierten Handschuhen keine Gegenstidnde auerhalb des
Zimmers angefasst werden. Die Handschuhe werden vor Verlassen des
Patientenzimmers entsorgt.

Nach Patientenkontakt, nach Kontakt mit Stuhl und nach Ausziehen der Handschuhe
werden vor Verlassen des Patientenzimmers die Hiande desinfiziert und gewaschen.
Durch die Desinfektion werden zunédchst vitale Erreger abgetotet, durch die
anschlieende mechanische Reinigung mit Wasser und Seife werden die Sporen

entfernt. Besucher der Dbetroffenen Patienten miissen ebenfalls besondere
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Hygienemallnahmen einhalten, bei Patientenkontakt miissen sie Schutzkittel und
Einmalhandschuhe tragen, die vor Verlassen des Patientenzimmers entsorgt werden.
AuBerdem miissen nach Patientenkontakt die Hédnde desinfiziert und gewaschen werden
Auch Instrumente wie z.B. Fieberthermometer miissen patientenbezogen eingesetzt
werden. Die Bettwdsche des Patienten muss bei Verunreinigung und mindestens einmal
taglich gewechselt werden. Benutzte Bettwiésche ist in Waschesédcken innerhalb des
Zimmers zu sammeln. Kontaminierte Abfille aus dem Patientenzimmer unterliegen
keiner Regelung als Sonderabfille und miissen nicht desinfiziert werden. Es ist darauf
zu achten, dass tdglich eine griindliche Boden und Zimmerreinigung mit einem
Flachendesinfektionsmittel vorgenommen wird, das auch Sporen abtdtet, wie zum
Beispiel Buraton 10F®. Die Reinigungsutensilien miissen danach aufbereitet oder
entsorgt werden. Die Hygienemallnahmen sollten solange durchgefiihrt werden, bis im
Stuhl des Patienten keine Toxine mehr nachweisbar sind, auch wenn sich das
Stuhlverhalten des Patienten schon wieder normalisiert hat.

Ist der Patient entlassen, muss das Zimmer mit einem sporenabtdtenden
Desinfektionsmittel wie zum Beispiel Buraton 10F® oder Perfuran® gereinigt werden
(AWMEF- Leitlinien).

Das Gesetz zur Verhiitung und Bekdmpfung von Infektionskrankheiten beim Menschen
siecht eine nichtnamentliche Meldepflicht im Falle von gehduften nosokomialen

Infektionen vor (§6 Abs. 3 IfSG).

2.8 Therapie

Bei der Therapie einer von Clostridium difficile ausgelosten Kolitis muss zwischen
einer leichten Infektion und einer schweren Infektion unterschieden werden. Bei einer
leichten Infektion geniigt es meistens, das zuvor eingenommene Antibiotikum
abzusetzen. In schwereren Fillen, bzw. wenn das Absetzen des eingenommenen
Antibiotikums nicht ausreicht, wird eine Therapie mit Metrondidazol oral oder
Vancomycin oral empfohlen. Die Dosis von Metronidazol betrdgt dabei 3 x 400mg bis
4 x 500mg bis iber 10 Tage, die Dosis von Vancomycin 4 x 125 bis 4 x 500mg tiber 10
Tage (Griinewald et al, 2010). Metronidazol ist billiger, allerdings kommt es bei der
Behandlung in 20-25% der Félle zu Rezidiven. Der Stamm Nap1/027 scheint auf die
Therapie mit Metronidazol schlechter anzusprechen. Bei der Therapie mit Vancomycin

besteht die Gefahr der Selektion von Vancomycin-resistenten Enterokokken (VRE). Als
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Standardtherapie wird daher in der Regel Metronidazol eingesetzt. Bei sehr kranken
Patienten und Patienten mit Rezidiven, Patienten auf Intensivstationen, Patienten mit
einer Leukozytose grofler 20.000, Patienten mit erhohtem Serumkreatinin und Patienten
mit Hypoalbumindmie wird eine Vancomycin-Therapie bevorzugt, da Clostridium
difficile bisher noch keine Resistenzen gegen Vancomycin gezeigt hat und Vancomycin
hohe Wirkspiegel im Darm erreicht (Kujiper et al., 2007).

Begleitend zur Metronidazol- oder Vancomycin-Therapie muss eine ausreichende
Wasser und Elektrolytsubstitution erfolgen, um den Verlust durch die Diarrhoe wieder
auszugleichen. Eine erfolgreiche Therapie schwerer C. difficile-Infektionen wurde mit
dem neuen Antibiotikum Tigecyclin beschrieben (Herpes et al., 2009).

Es gibt auch Alternativen zur Metronidazol- oder Vancomycin-Therapie, die allenfalls
vergleichbare Ergebnisse erzielen wie Metronidazol oder Vancomycin und sich noch in
der Testphase befinden. Eine Option ist die Therapie mit Nitaxozanid. Nitaxozanid wird
normalerweise gegen intestinale Parasiten eingesetzt, erreicht aber auch gute Ergebnisse
in der Therapie gegen Clostridium difficile und ist schon auf dem Markt erhéltlich
(Musher et al., 2006). Rifampicin, welches in der Tuberkulosetherapie eingesetzt wird,
scheint eventuell auch eine Wirkung gegen Clostridium difficile zu haben, eine
Kombination mit Metronidazol hat aber keine Vorteile gegeniiber der alleinigen
Metronidazoltherapie (Lagrotteria et al., 2006). Eine Alternative zu Metronidazol und
Vancomycin kénnte Tolevamer sein, ein neues, nicht-antibiotisches Polymer das Toxin
A und B neutralisiert. Tolevamer ist in der Phase I1I-Testung gescheitert, da es dort zur
Therapie und nicht als ,,Toxinfianger” in der sinnvollen Kombination mit Antibiotika
eingesetzt wurde. Eine dosislimitierende Nebenwirkung von Tolevamer ist die
Hypokalidmie (Louie et al., 2006). AuBBerdem befinden sich noch weitere neue nicht-
antibiotische Pharmazeutika in der Testung, wie zum Beispiel Par-101 (Optimer
Pharmaceuticals, San Diego, California, USA), Ramoplanin (Oscient Pharmaceuticals,
Waltham, Massachusetts,USA) und Rafalazil (ActivBiotics, Lexington, Massachusetts,
USA).

Nach einer Antibiotikatherapie ist die normale Darmflora gestort, so dass sich
Clostridium difficile ausbreiten kann. Ein therapeutischer Ansatz ist daher, die normale
Darmflora mit einer probiotischen Therapie aufrechtzuerhalten oder eventuell sogar zu
ersetzen, um so das Wachstum von Clostridium difficile zu hemmen. Es gibt
verschiedene Therapieansdtze mit Cholestyramin, Lactobacillus GG, Saccharomyces

boulardii und Stuhl von Gesunden. Die probiotische Therapie hat aber hochstens
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schwache Therapie-Effekte (McFarland et al., 2006). AufBerdem wird an
Immuntherapien gegen Clostridium difficile geforscht. So gibt es Versuche,
Immunglobuline i.v. zu geben (McPherson et al., 2006) oder eine Impfung gegen die
Toxine zu entwickeln (Sougioultzis et al., 2005). Zu Immuntherapien und Impfungen
gegen Clostridium difficile sind jedoch noch weitere Studien ndtig, um eine Aussage

uber die Wirksamkeit machen zu konnen.

2.9 Ziele dieser Arbeit

Clostridium difficile ist die Hauptursache fiir Antibiotika-assoziierte Diarrhoeen und hat
in den letzten Jahren als nosokomialer Problemkeim in Krankenhdusern an Bedeutung
stark zugenommen. So wurden seit 2001 vermehrt epidemische Ausbriiche und das
Auftreten eines neuen hypervirulenten Stamms Napl/027 beschrieben. Im Rahmen
solcher en- und epidemischer Ausbriiche ist eine schnelle und prazise Diagnostik von
groler Wichtigkeit, da die weitere Ausbreitung des Bakteriums nur durch gezielte
Hygienemallnahmen verhindert werden kann.

Eine schnelle und gezielte Diagnostik ist auch unter finanziellen Aspekten von
Interesse. So verursachten 2001 in den USA Patienten mit Clostridium difficile
assoziierter Diarrhoe 54% mehr Kosten als vergleichbare Patienten ohne den Nachweis
von Clostridium difficile. Die hoheren Kosten werden unter anderem durch den
verldngerten Krankenhausaufenthalt (3,6 Tage mehr) verursacht (Kyne et al.2001).

In dieser Arbeit wurde ein Real-time-PCR Assay zum Nachweis und zur
Quantifizierung der 16S rRNA von Clostridium difficile weiter etabliert. Ein Ziel war,
mit Hilfe der Real-time-PCR-Methode die DNA aus Stuhlproben verschiedener
Patientengruppen zu untersuchen. Die erste Patientengruppe umfasste dabei Patienten,
deren Stuhlproben zuvor im Toxinimmunoassay auf Toxin A und B bereits positiv
getestet worden waren. Die zweite Patientengruppe bestand aus Patienten, deren
Stuhlproben mit Verdacht auf Clostridium difficile in die Mikrobiologische Diagnostik
eingesendet wurden, aber im Toxinimmunoassay negativ getestet worden waren. Mit
dieser Methode konnte somit eine Aussage sowohl zur Anwesenheit wie auch zur
Quantitit von Clostridium difficile in den untersuchten Stuhlproben gemacht werden.
Im Gegensatz zum Toxinimmunoassay wurden auch Patienten mit nicht-Toxin
produzierenden Clostridium difficile Stammen detektiert. AnschlieBend wurde mit Hilfe

der konventionellen PCR die DNA der Stuhlproben auf den Nachweis von Toxin A,
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Toxin B und das Binary-Toxin hin gepriift und die Ergebnisse mit dem Ergebnis des
Toxinimmunoassay verglichen. Der Nachweis des Binary-Toxins ist insofern von
Interesse, da das Binary-Toxin mit dem hypervirulenten, 2005 neu aufgetretenen Stamm
Nap1/027 in Verbindung gebracht wird.

Ein groBles Problem bei der Clostridium difficile Infektion (CDI) ist, dass die Sporen
lange Zeit in der Umwelt persistieren und auf diesem Wege andere Patienten anstecken
konnen. In dieser Arbeit wurden daher auBBerdem mit Hilfe des weiteretablierten Real-
time-PCR Assays auf 16S rRNA von Clostridium difficile Abstriche aus der Umgebung
verschiedener Patientengruppen untersucht um eine Aussage iiber die Kontamination
verschiedener Oberflichen und Gegenstinde der Patientenumgebung machen zu
konnen.

Es wurden drei Patientengruppen miteinander verglichen: Die erste Gruppe umfasste
Patienten die an CDI erkrankt sind. In der zweiten Gruppe waren Clostridium difficile
negative Patienten, die jedoch mit an CDI Erkrankten auf einer Station lagen. Die dritte
Gruppe umfasste Clostridium difficile negative Patienten auf Stationen, in denen seit
mindestens sechs Monaten kein Clostridium difficile mehr nachgewiesen wurde.
AulBlerdem wurde untersucht, inwieweit die gefundenen Keimzahlen der verschiedenen

Oberflachen miteinander korrelieren.
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3. Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterial

Eppendorf-Reaktionsgefdie 0,5ml; 1,5ml und 2ml

PCR-Softtubes 0,2ml, einzeln

96 Well Multiply ® PCR Platten

MicroAmp™ Optical 8-Cap Strip

Optical Caps

Pipettenspitzen, gestopft und ungestopft

Tip One Extended Lenght Filter Tips

Cellstar Einmal Pipette

Pipettierhilfe ,,Pipet Boy acu*

Nobaglove®-Latex Handschuhe

Nobaglove®-Nitril Handschuhe

Inoculation loops (Einmaldsen)

Eppendorf AG, Hamburg

Biozym Diagnostik GmbH,
Hessisch Oldendorf

SARSTEDT AG&Co, Niimbrecht

Applied Biosystems, USA

Applied Biosystems, USA

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Starlab GmbH Ahrensburg

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Integra Bioscience

NOBA Verbandmittel,
Danz GmbH & Co. KG, Wetter

NOBA Verbandmittel,
Danz GmbH & Co. KG, Wetter

Brand, Wertheim
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Gram Kristallviolett

Lugol Losung

Basisches Gram Fuchsin

GasPak™ EZ Anaerobe Container System

Anaerobentopfe

Aqua ad injectabilia BRAUN (10ml)

Clostridium difficile Agar with 7% Sheep Blood

Becton Dickinson (BD),
Heidelberg

BD Heidelberg

BD Heidelberg

BD Heidelberg

Merck Diagnostica, Merck Labor
und Chemie Vertriecb GmbH,

Darmstadt

B.Braun Melsungen AG,

Melsungen

BD Heidelberg

Schaedler Agar with Vitamin K and 5% Sheep Blood BD, Heidelberg

Columbia Agar with 5% Sheep Blood

McConkey Selektiv Agar

DNeasy® Tissue Kit

QIAmp® DNA Stool Mini Kit

Copan Eswab Collection Kit and Transport System

Crystal Testsystem

Buraton® 10F

BD Heidelberg

BD Heidelberg

Quiagen, Hilden

Quiagen, Hilden

Copan Italia S.P.A., Brescia, Italia

BD BBL Crystal ANR ID Kit

Schiilke & Mayer GmbH,
Norderstedt
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Immersionsol

Objekttrager

Physiologische Kochsalzlosung

Sterillium pure classic

Agarose NEEO Ultraqualitét

Taq DNA Polymerase

100bp Ladder Plus

DNA Ladder Low Range

6x Loading Dye Solution

Quarzkiivetten

Priszisionskiivetten

3.2 Laborgeriite

Elektrophoresekammer, horizontal

Pipetten, Eppendorf Research®, variabel

Pipette Eppendorf Research Pro, 20-300ul

Kobe, Marburg

Menzel GmbH

Bode Chemie, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Quiagen, Hilden

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Hellma, Miihlheim

Hellma, Miihlheim

EC Minicell EC370M
Electrophoretic
Gel System, Labequip, Markham,

Kanada

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
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Finnpipette® 10-100ul Thermo

Bio Photometer

BBL CRYSTALTM Panel-Betrachter

Mikroskop

Gene Amp® PCR System 2400

Mastercycler® Gradient

Thermomixer comfort

Mini-Schiittler

LabDancer

Vortexer MS2 Minishaker

Biofuge fresco

Biofuge stratos

Mikrowelle

Gel-Dokumentationssysteme

Sicherheitswerkbank Hera Safe

Inkubator (37°C, 5% CO, )

Electrom Corporation

Eppendorf AG, Hamburg

BD, Sparks, Maryland, USA

Zeiss

Perkin Elmer, Uberlingen

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

IKA-Works Inc., Wilmington,
USA

IKA-Works Inc., Wilmington,
USA

IKA, Staufen

Heraeus GmbH, Hanau

Heraeus GmbH, Hanau

SHARP-Deutschland, Hamburg

Herolab GmbH Laborgerite,
Wiesloch

Heraeus GmbH, Hanau

Heraeus GmbH,Hanau
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Kiihlschrank (-4°C)

Gefriertruhe (-22°C)

Herafreeze Gefrierschrank (-80°C)

Préazisionswaage

Feinwaage Explorer®Pro

ABI Prism 7700 Detection System

Digiblock JR

Centrivac

Brutschrank B6

Brutschrank B5060

Ultraschallgerit Bandelin-Sonorex

3.3 Bakterienstimme

Liebherr Gastroline, Biberach

Liebherr Premium, Biberach

Heraeus GmbH, Hanau

Ohaus Deutschland, Giessen

Ohaus Corporation, Pine Brook,
USA

Applied Biosystems, Weiterstadt

Laboratory Devices Inc., neoLab,

Heidelberg

Heraeus GmbH, Hanau

Heraeus, Osterode

Heraeus, Osterode

Bandelin, Morfelden

Fiir die Untersuchungen wurden Bakterienstimme aus der Stammsammlung und den

Routinelabors des Instituts fiir Mikrobiologie und Krankenhaushygiene verwendet:

Bacillus cereus (HIM 365-7)
Bacillus subtilis (HIM 367-7)

Clostridium difficile (klinisches Isolat)
Clostridium difficile, Binary-Toxin positiv (H18576)
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Clostridium histolyticum (Stammsammlung Marburg 02471)
Clostridium paraputrificum (HIM 542-8)

Clostridum perfringens (HIM 473-4)

Clostridium tetani (HIM 216-1)

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Enterococcus faecium (ATCC 6657)

Escherichia coli (ATCC 25922)

Proteus mirabilis (ATCC 14153)

Proteus vulgaris (klinisches Isolat)

Staphylococcus aureus (ATCC 29213)

Streptococcus pyogenes (klinisches Isolat)

24

Der Binary-Toxin-positive Clostridium difficile Stamm H18576 war freundlicherweise

vom Departement of Clinical Microbiology der Universitit Szeged in Ungarn zur

Verfiigung gestellt worden.

3.4 Bakterienkultur

Die Bakterien wurden unter anaeoroben bzw. aeroben Kulturbedingungen auf

verschiedenen Kulturmedien angeziichtet. Die Kulturmedien wurden alle als industriell

vorgefertigte Agarplatten von der Firma BD (Heidelberg) bezogen.

Columbia-Agar mit 5% Schatblut

Auf Columbia-Agar-Platten mit 5% Schafblut erfolgte die Kultur der grampositiven und

gramnegativen aeroben Bakterien. Columbia-Agar ist ein universell einsetzbares

Blutagar zur Anzucht verschiedener Bakterien.

Zusammensetzung:

12,0g Casein

5,0g Peptisch abgebautes Tiergewebe
3,0g Hefeextrakt

3,0g Rindfleischextrakt
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1,0g Maisstirke

5,0g Natriumchlorid
13,5g Agar

ad 1000ml Aqua dest.

+5% steriles defibriniertes Schafblut

Schaedler-Agar mit Vitamin K; und 5% Schafblut

Die Schaedler-Platten wurden zur Kultivierung der anaeroben Bakterienstimme
verwendet, so auch zur Anzucht von Clostridien. Das enthaltene Vitamin K; wirkt sich

fordernd auf das Wachstum von grampositiven sporenbildenden Bakterien aus.

Zusammensetzung:

8,1g Casein

2,5g Peptisch abgebautes Tiergewebe
1,0g Papainisch abgebautes Sojamehl
5,8g Glucose

5,0g Hefeextrakt

1,7g Natriumchlorid

0,8g Dikaliumhydrogenphosphat
0,4g L-Cystin

0,01g Hdmin

3,0g Trishydroxymethylaminomethan
13,5g Agar

0,01g Vitamin K;

ad 1000ml Aqua dest.

+5% steriles defibriniertes Schafblut
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Clostridium difficile Selektiv-Nahrmedium

Zur Anzucht von Clostridium difficile wurde ein spezielles Selektiv-Agar verwendet.
Dem Néhrmedium wurde Cycloserin und Cefoxitin zur Einddimmung der Begleitflora
beigefiigt. Cycloserin diente dabei der Selektion der Clostridien im Allgemeinen und

Cefoxitin der speziellen Selektion von Clostridium difficile.

Zusammensetzung:

40,0g Pepton

6,0g Fructose

2,0g Natriumchlorid

0,1g Magnesiumsulfat

1,0g Kaliumhydrogenphosphat
5,0g Dinatriumhydrogenphosphat
15,0g Agar

0,5g Cycloserin

0,016g Cefoxitin

7% Schafsblut

ad 1000ml Aqua dest.

Die Platten zur Anzucht der Anaerobier wurden vor der Beimpfung mit Bakterien {iber
Nacht unter anaeroben Bedingungen vorreduziert. Zur Reduzierung der Agarplatten und
zur Anzucht der anaeroben Bakterien wurden Anaerobentdpfe (Fa. Brand) und
Gaspaks™ EZ Anaerobe Container System der Firma BD (Heidelberg) verwendet. Bei
allen anaeroben Bakterien wurde jeweils auch eine aerobe Kontrollplatte (Columbia

Agar mit 5% Schafblut) angelegt.

Sowohl aerob als auch anaerob wachsende Bakterien wurden bei 37°C im Brutschrank

fur 24-72 Stunden bebritet.
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3.5 Herkunft der Stuhlproben

Es wurden 242 Stuhlproben bearbeitet. Die Stuhlproben wurden vom Institut fiir
Mikrobiologie und Krankenhaushygiene der Universititsklinik Marburg zur Verfligung
gestellt und stammten von Patienten mit Diarrhde und Verdacht auf Clostridium difficile

der Universitdtsklinik Marburg.

3.6 Toxin Immuno Assay

Im Institut fiir Mikrobiologie und Krankenhaushygiene wurden alle eingesendeten
Stuhlproben mit Verdacht auf Clostridium difficile mit einem Emzym-Immuno-Assay
(Ridascreen® R-Biopharm, Darmstadt, Germany) auf Toxin A und B getestet. Der Test
beruht auf der Bindung von Antikérpern an Toxin-Antigene, die gemessene optische
Dichte bei 450nm ist dabei proportional zu den gebundenen Antigenen. Der in der
Diagnostik eingesetzte Test weist also Toxin A und B nach. Clostridium difficile
Stamme die keine Toxine produzieren werden nicht erfasst. Aulerdem wird nicht auf

das Binary-Toxin getestet.

3.7 Herkunft der Umgebungsproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 531 Abstrichproben von verschiedenen Oberflaichen
aus der Umgebung von Krankenhauspatienten des Universitdtsklinikums Marburg
abgenommen.

Die Abstrichproben wurden in drei verschiedene Patientengruppen A, B, und C
eingeteilt. Umgebungsproben von Patientengruppe A waren Proben aus der Umgebung
von Clostridium difficile-positiven Patienten. Gruppe B umfasste Proben aus der
Umgebung von Clostridium difficile-negativen Patienten, die allerdings mit Clostridium
difficile positiven Patienten auf einer Station lagen. In Gruppe C wurden die Proben aus
der Umgebung Clostridium difficile-negativer Patienten eingeteilt von Stationen auf
denen seit sechs Monaten kein Clostridium difficile mehr nachgewiesen war. Es wurde
versucht, in den einzelnen Gruppen eine anndhernd gleiche Probenzahl von
internistischen wie chirurgischen Stationen abzunehmen. Die Umgebungsproben von
Patientengruppe A und B wurden moglichst schnell abgenommen, sobald in der

mikrobiologischen Diagnostik das Ergebnis des Enzym Immunoassays bekannt war.
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Wichtig war, die Proben vor der Scheuer-Wisch-Desinfektion mit einem sporoziden
Reinigungsmittel, die beim Nachweis von Clostridium difficile vorgenommen wird,
abzunehmen. Die Probennahme erfolgte mit Flocked-Swabs (eSwab®, Copan, Brescia,
Italia), einem Nylon- Tupfer, der wie eine weiche Biirste aufgebaut ist und daher
besonders viel Material aufnehmen kann (Chernesky et al., 2005) Der Tupfer wurde vor
der Probenentnahme einmal in das mitgelieferte Medium eingetaucht, um ihn
anzufeuchten. Mit dem Tupfer wurde dann auf einer etwa handtellergroBen Flache (ca.
10cm x 10cm) 2-3mal gewischt. Der Tupfer wurde gleich nach dem Wischen in das
mitgelieferte Rohrchen mit dem Medium gesteckt, um Kontaminationen mdéglichst zu

vermeiden. Bei der Probennahme wurden Handschuhe getragen.

Die Abnahmeorte der Umgebungsproben wurden wiederum in verschiedene Gruppen
eingeteilt:

FuBlboden des Patientenzimmers

Hénde des Patienten

Héande des Personals

Nahere Umgebung des Patienten (<Im)

Entfernte Umgebung des Patienten (>1m)

Die Proben von den Hénden der Patienten und des Personals wurden bei Rechtshidndern
rechts und bei Linkshdndern links abgenommen. Die Proben aus der néheren
Umgebung umfassten Oberflichen im Abstand von weniger als 1m zum Patienten. Es
wurde vorausgesetzt, dass der Patient die meiste Zeit im Bett verbringt. Abnahmeorte
der nidheren Umgebung waren Bettrahmen, Bettdecke und Kissen, sowie der Tisch
(patientenbezogener Nachttisch neben dem Bett). Abnahmeorte der entfernten
Umgebung umfassten Proben im Abstand >Im zum Patientenbett. Abnahmestellen
waren Mobel, Tiirgriffe, Lichtschalter, Desinfektionsmittelspender, Waschbecken und
Wasserhahn, Toilettenring und Toilettenspiilung. Es wurde versucht, moglichst bei
jedem Patient eine &dhnliche Anzahl von Proben zu entnehmen. Direkt nach der
Probennahme wurden die Proben fiir 20 Minuten in ein Ultraschallbad gestellt, um die

Hiille der Bakteriensporen zu zerstoren.
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3.8 DNA Extraktion aus Bakterienkulturen

Die genomische DNA der Referenzbakterien aus den Kulturen wurde mithilfe des
DNeasy® Tissue Kit (Quiagen, Hilden, Germany) entsprechend den Vorgaben des
Herstellers extrahiert.

Dazu wurde zunichst eine Bakteriensuspension mit 1x10° Zellen/ml hergestellt und fiir
10min bei 7500 rpm zentrifugiert. Um die Zellwand zu zerstéren wurde bei den
grampositiven Bakterien das Pellet in 180 ul Lysis-Puffer gelost und 30min inkubiert.
Danach wurde 25ul Proteinase K und 200ul AL-Puffer hinzugefiigt und bei 70°C
30min inkubiert. Bei den gramnegativen Bakterien wurde das Pellet in 180ul ATL-
Puffer geldst, es wurde 20ul Proteinase K hinzugefiigt und bei 55°C iiber Nacht
inkubiert. Danach wurde 200ul AL-Puffer dazugegeben und bei 70°C fiir 10min
inkubiert.

Die nichsten Arbeitsschritte zur DNA-Isolierung waren fiir die grampositiven und die
gramnegativen Bakterien gleich. Die Bakterienlysate wurden mit 100% Ethanol versetzt
und auf eine DNeasy Mini Spin Column geladen. Die DNeasy Mini Spin Column
enthélt eine Membran auf der die in Ethanol geloste DNA bindet. Um das Ethanol
auszuwaschen folgten zwei Waschschritte mit 500ul AW1-Puffer und 500ul AW2-
Puffer. AnschlieBend wurde die DNA in 50ul Aqua dest. eluiert.

Zusammensetzung des Lysis-Puffers:

20mM Tris CI, pH 8,0
2mM Sodium EDTA
1,2% Triton “X-100
20mg/ml Lysozym
(Alle Fa. Sigma)

3.9 DNA-Extraktion aus Stuhlproben

Die DNA Extraktion aus den Stuhlproben erfolgte mit dem QIAmp® DNA Stool Mini
Kit (Quiagen, Hilden, Germany), ebenfalls entsprechend den Vorgaben des Herstellers.
Es wurde das Protokoll ,Isolation of DNA from Stool for Pathogen

Detection“verwendet. Dazu wurden 180-220mg Stuhl mit einer Priazisionswaage
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(Fa. Ohaus) abgewogen, mit 1,4ml Puffer ASL versetzt, gevortext und 5 min bei 70°C
zur Lyse der Bakterien inkubiert. Nach Abzentrifugieren grober Stuhlpartikel wurde in
1,2ml des Uberstandes eine InhibitEX-Tablette gegeben und gevortext. Nach
Zentrifugieren wurden 200ul des Uberstandes mit 15ul Proteinease K und 200ul Puffer
AL versetzt und 10min bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe von 200ul Ethanol wurde alles
zusammen in eine QUlamp Spin Column gegeben und zentrifugiert. Die DNA wurde
dabei in einer Membran aufgefangen. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500ul

Puffer AW1 und AW2, danach wurde die DNA in 50ul Aqua dest. eluiert.

3.10 DNA-Extraktion aus Umgebungsproben

Die DNA Extraktion aus den Umgebungsproben erfolgte mit der Phenol-Chloroform
Methode. Die zuvor 20 min im Ultraschallbad vorbehandelten Proben wurden zunichst
bei 8000rpm 10min zentrifugiert. Das Pellet wurde zur Auftrennung der Proteine in
500ul Verdaupuffer und 5ul Protein Kinase K geldst und {iber Nacht im Heizblock bei
50°C inkubiert. Im nédchsten Schritt wurden 500ul Phenol (Roti®-Phenol, ROTH,
Karlsruhe)hinzugefiigt, gevortext und bei 13000rpm 2min zentrifugiert. Es bilden sich
nun 3 Phasen: eine untere lipophile Phase, eine obere wissrige Phase und dazwischen
die Interphase. Aufgrund ihres hydrophilen Charakters sammeln sich die Nukleinsduren
in der oberen wissrigen Phase. Denaturierte Proteine und Verunreinigungen sammeln
sich in der Interphase. Der wissrige Uberstand mit den Nukleinsiuren wurde nun
vorsichtig in ein neues Eppendorfgefd3 pippetiert und mit 250ul Phenol und 250ul
Chloroform/Isoamylalkohol(24:1) versetzt. Dann wurde die Probe wieder gevortext und
2min bei 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und es wurden
500ul Chloroform/Isoamylalkohol hinzugefiigt. Die Mischung wurde wieder gevortext
und bei 13000rpm zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand genau abgemessen und zur
DNA-Fillung mit 0,1Vol Na-Acetatund und 2,5Vol eiskaltem 100% Ethanol versetzt.
Die Mischung wurde gut geschiittelt und {iber Nacht bei -70°C gekiihlt. Im ndchsten
Schritt wurde die Probe bei 4°C bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und dem Pellet wurde 1ml eiskaltes 70% Ethanol hinzugefiigt. Die Mischung
wurde nun fiir eine Stunde bei -70°C gekiihlt und dann bei 13000rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Nach

dem Trocknen wurde das Pellet dann in 50ul Aqua dest. eluirt
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Zusammensetzung des Verdau-Puffers:
100mM NaCl

10mM Tris-ClI (pH8,0)

25mM EDTA (pH&8,0)

0,5% SDS

0,1mg/ml Proteinase K

(Alle Fa. Sigma)

3.11 Konventionelle PCR

Zum qualitativen Nachweis der Gene von Toxin A, Toxin B und des Binary-Toxins aus
der DNA der Stuhlproben wurde eine konventionelle PCR (Polymerase-Chain-
Reaction) verwendet. Die konventionelle PCR dient der exponentiellen Amplifizierung
eines bestimmten DNA-Abschnitts (Mullis et al., 1986) Dies geschieht mit Hilfe einer
thermostabilen DNA-abhéngigen DNA-Polymerase (Taq-Polymerase), die einen
komplementidren Strang zu einem bestimmten Abschnitt der Ziel-DNA sythetisiert.
Vorraussetzung ist die Kenntnis der Nukleotidsequenz am Anfang und am Ende des
Abschnitts der Ziel-DNA, da an diesen Sequenzen die Primer (forward-Primer und
reverse-Primer) binden. Ein PCR-Zyklus umfasst drei Phasen. Zu Beginn wird die DNA
bei liber 90°C denaturiert, die Wasserstoffbriicken zwischen den Basen werden zerstort,
so dass nun DNA Einzelstringe vorliegen. Es folgt die Annealing-Phase, in der die
Primer an die Einzelstrang-DNA binden. Dazu wird die Temperatur entsprechend den
Temperatur-Optima der Primer auf 50°C gesenkt. AnschlieBend folgt die Elongations-
Phase bei 72°C in der die thermostabile DNA-Polymerase vom 3'-Ende des forward-
Primers einen komplementidren Strang zum Ziel-DNA-Einzelstrang sythetisiert. Der
PCR-Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Elongation wird nun circa 30mal
wiederholt. Da die amplifizierten DNA-Strdnge in den nédchsten Zyklen ebenfalls als
Matrize zur Verfligung stehen, kommt es zum exponentiellen Anstieg der amplifizierten
Sequenz. Das amplifizierte Produkt der PCR wird anschlieBend mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese sichtbar gemacht.



Material und Methoden 32

3.12 Real-time-PCR

Zur Quantifizierung wurde sowohl die extrahierte DNA aus den Umgebungsproben als
auch die DNA aus den Stuhlproben mit Hilfe eines Real-time-PCR Assays auf das 16S-
rRNA-Gen hin untersucht. Es wurden fiir jede Probe Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Die Real-time-PCR Methode kann mit einem PCR-Lauf sowohl zum
Nachweis von Clostridium difficile als auch zur Quantitit von Clostridium difficile in
der untersuchten Probe eine Aussage machen. Bei der Real-time-PCR wird eine
Fluoreszenz-markierte Hybridisierungssonde verwendet, die zwischen den eingesetzten
Primern an den komplementiren Einzelstrang der Ziel-DNA bindet. Die
Hybridisierungssonde trigt am 5° Ende den so genannten Reporter und am 3" Ende
einen so genannten Quencher. Um eine Primeraktivitdt zu verhindern ist das 3" Ende
mit einem Phosphatrest blockiert.

Wird nun der Reporter durch Laserlicht (488nm) angeregt, so kommt es zu einem
Fluoreszenzanstieg des Reporters, der aber durch den Quencher unterdriickt wird.
Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bezeichnet
und funktioniert nur so lange Reporter und Quencher nah beieinander liegen. Werden
Reporter und Quencher getrennt, kann die Fluoreszenz des Reporters gemessen werden.
In dieser Studie wurden TagMan-Sonden verwendet. Bei dem TaqMan-Prinzip
verbindet sich die Hybridisierungssonde mit dem komplementiren DNA-Strang
zwischen den Bindungsstellen der Primer. Diese Methode nutzt den Umstand, dass die
Tag-Polymerase nicht nur eine Polymerase-Aktivitit, sondern auch eine 5°-3°-
Exonuklease-Aktivitdt hat. Bei der Synthese des neuen DNA-Strangs zerschneidet die
Taqg-Polymerase die Hybridisierungssonde und Reporter und Quencher werden
voneinander getrennt. Die Energie des angeregten Reporters wird nun nicht mehr vom
Quencher unterdriickt und kann als Fluoreszenz-Zunahme gemessen werden.

Da die Tag-Polymerase ihre 5'-3'-Exonuklease-Aktivitdit nur am DNA-Doppelstrang
entwickelt, ist gesichert, dass die nicht gebundenen Sonden das Fluoreszenzsignal nicht
verfilschen. Die gemessene Fluoreszenz-Zunahme ist proportional zur synthetisierten
Produktmenge und wird wéhrend der PCR durch den geschlossenen Deckel des
Reaktionsgefales gemessen. Die Auswertung der Fluoreszenz-Signale geschieht am
Computer iiber Berechnung von Fluoreszenz-Schwellenwerten (Treshold) aus der
Hintergrund-Fluoreszenz in den ersten PCR-Zyklen, wenn erst sehr wenig Produkt

gebildet wird. Als Ct-Wert wird der Schwellenwert-Zyklus bezeichnet, in dem eine
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signifikante Fluoreszenzzunahme {iiber der Hintergrundfluoreszenz registriert wird.
Anhand der Ct-Werte bekannter DNA-Standart-Proben kann nun eine Standartkurve
berechnet werden, iliber die dann unbekannte Proben quantifiziert werden konnen. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte das Real-time-PCR-Assay zum Nachweis und zur
Quantifizierung der 16S rRNA Gene von Clostridium difficile weiteretabliert werden.
Dazu wurden zur Uberpriifung der Spezifitit der Real-time-PCR noch einmal 15
verschiedene Bakterienstimme mit dem Real-time-PCR Assay untersucht. Eine

Standardkurve zum Vergleich der Ct-Werte lag bereits vor.
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3.13 Konventionelle PCR Primer und Real-time-PCR Primer und Sonde

Primer und| Nukleotidsequenz 5°-3" Fragmentlinge | Referenz
Sonde
Clostridium
difficile
16S rRNA 157bp
Forward TTGAGCGATTTACTTCGGTAAAGA *
Reverse CCATCCTGTACTGGCTCACCT *
Sonde 6-Fam-

CGGCGGACGGGTGAGTAACG
Toxin A (tcdA) 602bp
Forward GCATGATAAGGCAACTTCAGTGG *x
Reverse GAGTAACTTCCTGCTCCATCAA *x
Toxin B (tcdB) 101bp
Forward ATATCAGAGACTGATGAG ok
Reverse TAGCATATTCAGAGAGAATATTGT oAk
Binary Toxin
(cdtA, cdtB)
Forward cdtA |TGAACCTGGAAAAGGTGATG 375bp roHkx
Reverse cdtA | AGGATTATTTACTGGACCATTTG ok
Forward cdtB | CTTAATGCAAGTAAATACTGAG 510bp ok

Reverse cdtB

AACGGATCTCTTGCTTCAGTC

ok skok

*Rinttild et al., 2004
**Cohen et al., 2000
***Belanger et al., 2003
***%*Terhes et al., 2004
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3.14 Cycler-Programme und Master Mix-Ansiitze von Real-time-PCR und

konventioneller PCR

Master Mix-Ansatz fiir die Real-time-PCR, 25ul

35

Bestandteil Volumen pro Reaktion Endkonzentration
Ready Mix (SIGMA) 12,5ul

MgCL;+« 2,5ul 2,5mM
Reference Dye* 0,5ul

Forward Primer (50uM) 0,25ul 0,5uM

Reverse Primer (50uM) 0,25ul 0,5uM

TagMan Sonde (10uM) 0,375ul 0,15uM

DNA Template 2,5ul

H,O ad 25ul

*JumpStart” Taq ReadyMix""with dUTP, Sigma Aldrich, Steinheim

Cycler-Programm der Real-time-PCR

PCR-Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Aktivierung 50 2min 1

Initiale Denaturierung |95 10min 1
Denaturierung 95 15sec 1 40
Annealing 60 Imin (

Master Mix-Ansatz fiir die konventionelle PCR, 25ul

-Toxin A-*

Bestandteil Volumen pro Reaktion | Endkonzentration
10x Puffer** 2,5ul

MgCl, 2ul 2mM

dNTP Mix (10mM)*** Tul 0,4mM

Forward Primer 0,5ul 1uM
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Reverse Primer 0,5ul 1uM
Tag-Polymerase (SU/pl)**** 0,3ul 0,06U
DNA-Template Sul

H,0O ad 25pl

*Cohen et al., 2000, modifiziert

**Zusammensetzung: 20mM Tris-HCL pH 8,0, 100mM KCL; 0,ImM EDTA; ImM
DDT; 50% Glyzerol; 0,5% Tween®20; 0,5% lepal ®CA630; Eppendorf AG, Hamburg)
*x3% Eppendorf AG, Hamburg

***Taq DNA PolymerasePCR Kit, Eppendorf AG, Hamburg

Cycler-Programm der konventionellen PCR

—Toxin A-*

PCR-Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95°C 30sec 3

Annealing 55°C 30sec > 140

Extension 72°C 30sec /

*Cohen et al., 2000

Master Mix-Ansatz fiir die konventionelle PCR, 25ul

-Toxin B-*

Bestandteil Volumen pro Reaktion Endkonzentration
10x Puffer** 2,5ul

MgCl, Tul ImM

dNTP Mix (10mM)*** lul 0,4mM

Forward Primer lul 2uM

Reverse Primer Tul 2uM
Taqg-Polymerase(SU/ul)**** | 0,2n 0,04U
DNA-Template 2,5ul

H,O ad 25pl

*Belanger et al., 2003
**Zusammensetzung: 20mM Tris-HCL pH 8,0, 100mM KCL; 0,ImM EDTA; ImM
DDT; 50% Glyzerol; 0,5% Tween®20; 0,5% lepal ®CA630; Eppendorf AG, Hamburg)
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*** Eppendorf AG, Hamburg
****%Tag DNA PolymerasePCR Kit, Eppendorf AG, Hamburg

Cycler-Programm der konventionellen PCR

—Toxin B-*

PCR-Schritt Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale 94°C 3min 1

Denaturierung

Denaturierung 94°C 10sec j

Annealing 50°C 15sec f 45

Extension 72°C Tsec -

*Belanger et al., 2003

Master Mix-Ansatz fiir die konventionelle PCR, 20ul

-Binary-Toxin-*

Bestandteil Volumen pro Reaktion Endkonzentration
10x Puffer®* 2ul

MgCl, 2,5ul 3mM

dNTP Mix (10mM)*** 0,4ul 0,2mM

Forward Primer 0,06ul 0,15mM

Reverse Primer 0,06ul 0,15mM
Tag-Polymerase 0,06ul 0,02U

(5 U/pl)s**=

DNA-Template 2,5ul

H,O ad 20ul

*Terhes et al., 2004, modifiziert

**Zusammensetzung: 20mM Tris-HCL pH 8,0, 100mM KCL; 0,ImM EDTA; ImM
DDT; 50% Glyzerol; 0,5% Tween®20; 0,5% lepal ®CA630; Eppendorf AG, Hamburg)
*** Eppendorf AG, Hamburg

****Taqg DNA PolymerasePCR Kit, Eppendorf AG, Hamburg
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Cycler-Programm der konventionellen PCR

—Binary-Toxin-*

PCR-Schritt Temperatur Zeit < Anzahl der Zyklen
Denaturierung 94°C 45sec

Annealing 52°C Imin (30

Extension 72°C 2min J

*Terhes et al., 2004

3.14 Gel- Elektrophorese

Das amplifizierte Produkt aus der konventionellen PCR fiir Toxin A, Toxin B und
Binary-Toxin wurde mit Hilfe der Gel-Elektrophorese nachgewiesen.

Fiir die Gel-Elektrophorese von Toxin A und Binary-Toxin wurde ein 1,2% Agarosegel
verwendet. Fiir die Elektrophorese von Toxin B wurde ein 2% Agarosegel eingesetzt,
da das Produkt aus der PCR auf Toxin B mit 101bp sehr klein war. Zur Herstellung des
Gels wurde entsprechend der gewiinschten Konzentration Agarosepulver (Agarose
NEEO ROTI®AGAROSE, Roth, Karlsruhe)in TAE-Laufpuffer gelost, dreimal kurz
aufgekocht, in den Gelschlitten mit dem Kamm gegossen und abgekiihlt.

Nach Verfestigung des Gels wurden die durch den Kamm geformten Taschen mit 10ul
PCR-Produkt und 4pl Loading Dye beladen .Die Loading Dye bewirkt, dass die PCR-
Proben absinken und nicht in den Laufpuffer diffundieren, auBerdem kann iiber einen
Farbstoff die Wanderungsstrecke der DNA verfolgt werden. Je nach Fragmentgrof3e
wurden unterschiedliche Molekulargewichtsmarker eingesetzt. Bei einer angelegten
Spannung von 90V wurden die DNA-Fragmente in einer Minicell EC370M
Gelelektropheresekammer (Fa.Labequip) aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Gele
im Ethidiumbromid-Bad (0,5pg/ml 3,8 Diamino-6-ethyl-5-phenylanthridintumbromid
in Wasser)30 min gefarbt und 30 min zu Kontrastverstirkung im Wasserbad entfarbt
.Das Ethidiumbromid interkaliert zwischen einzelnen Basenpaare der Doppelstrang-
DNA. Unter UV-Licht emittiert das interkalierte Ethidiumbromid dann Licht bei 590nm

wodurch auch sehr geringe DNA-Mengen nachgewiesen werden kdnnen.
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Zusammensetzung der 6x-Loading-Dye:

0,03% Bromphenolblau
0,03%Xylene cyanol FF
60% Glycerol

1% SDS

100mM EDTA (pH 7,6)

Zusammensetzung des TAE-Laufpuffers:

4,84¢g Tris-Base

1,14ml Essigsédure

2ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
ad 1000ml H,O, bidest.

3.15 Statistische Analyse der Stuhlproben

Fir die Stuhlproben wurden zunichst entsprechend dem ELISA-Testergebnis der
Median und die Quartilabstinde berechnet. Zur Bestimmung des Medians wurden die
Werte nach der GroBe geordnet, der Wert in der Mitte entsprach dem Median. Durch
Halbierung der gleichgrolen Teilmengen iiber und unter dem Median ergab sich die
25% und 75% Quartile, das 50% Quartil ist der Median. Der Median hat im Vergleich
zum arithmetischen Mittel den Vorteil, dass er von Ausreillern weniger stark beeinflusst
wird. Um die Bakterienzahlen der im ELISA-Test negativen Proben und der im ELISA-
Test positiven Proben zu vergleichen, wurde der Mann-Whitney-Rangsummen-Test
durchgefiihrt. Das gewihlte Signifikanzniveau in dieser Studie war 5% (p=0,05) Die
Real-Time-PCR Werte der Stuhlproben wurden in Quintilen eingeteilt: <10* >10* und
<10% >10" und <10% >10°und <107; >10” Zellen/ml.

Um die Genauigkeit der Realtime-PCR zu priifen wurde iiber die Spezifitit und
Sensitivitdt eine ROC-Kurve (Receiver-Operating-Characteristic) sowie die AUC (area

under the curve) berechnet.
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3.16 Statistische Analyse der Umgebungsproben

Zur statistischen Analyse wurden zunédchst von den unterschiedlichen Oberfldchen der
drei  verschiedenen Patientengruppen das arithmetische Mittel und die
Standardabweichung berechnet. Es wurde der Waldtest durchgefiihrt und als Level der
statistischen Signifikanz 5% (p=0,05) gewihlt. Um mogliche Zusammenhinge und die
Stirke der Zusammenhédnge zwischen den einzelnen Proben-Gruppen nachzuweisen,
wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Zur Quantifizierung der Stirke des
Zusammenhangs wurde der Spearman Korrelationskoeffizient (r) verwendet: Ein
positives r steht fiir einen gleichsinnigen Zusammenhang, ein negatives r fiir einen
gegensinnigen Zusammenhang. Je ndher r an 1 liegt, desto stirker ist der
Zusammenhang, je ndher r an 0 liegt desto schwicher ist der Zusammenhang. Ein r>0,7
bezeichnet einen hoch signifikanten Zusammenhang.

Um Abhingigkeiten zwischen den einzelnen Probengruppen zu untersuchen wurde ein
lineares Regressionsmodell verwendet. Aufgabe der Regressionsanalyse ist es, eine
Gleichung fiir eine Gerade herzuleiten, mit der man den Zusammenhang zwischen zwei
quantitativen Merkmalen so beschreiben kann, dass sich aus einem bekannten Wert fiir
die Variable X (unabhédngige Variable) der Wert einer anderen Variable Y (abhéngige
Variable) prognostizieren ldsst. Multiple lineare Regression bedeutet, dass eine
abhingige Variable Y von mehreren unabhingigen Variablen X beeinflusst wird,
wodurch die Y-Werte variieren. R* ist dabei das Bestimmtheitsmal3, welches die
Variabilitit der abhingigen Variablen Y beschreibt. Mit R* ist ein p-Wert verkniipft, mit
dem die Nullhypothese getestet wird (Nullhypothese: Keine der unabhdngigen

Variablen hat einen signifikanten Einfluss auf Y).
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4. Ergebnisse

In der Arbeit wurden zwei Fragestellungen zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Clostridium difficile untersucht. Die erste Studie beschiftigt sich mit dem Nachweis und
der  Quantifizierung von  Clostridium  difficile aus  Stuhlproben  von
Krankenhauspatienten. I n diesem Teil wurden als indirekter Nachweis die Stuhlproben
zudem auf Toxin A, B und das Binary-Toxin hin untersucht. In der zweiten Studie
wurde nach einer Nachweismoglichkeit und der Quantifizierung von Clostridium

difficile aus Umgebungsproben von Krankenhauspatienten gesucht.
4.1 Sensitivitits- und Spezifitiatspriifung der Real-time-PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Real-time-PCR Assay zum Nachweis und zur
Quantifizierung der Gene der 16S rRNA von Clostridium difficile weiter etabliert.
Freundlicherweise konnte dabei teilweise auf die Arbeiten der Diplombiologin Regina
Kropatsch zum Thema ,,Clostridium difficile-assoziierte Erkrankung: Etablierung einer
16SrRNA-spezifischen Real-Time-PCR zum quantitativen Nachweis* zurlickgegriffen
werden. Eine Standardkurve mit 10 fach Verdiinnungen von Clostridium difficile-Lysat
aus bakterieller Reinkultur war bereits berechnet worden.

Um die Spezifitdt von Primern und Sonde des verwendeten Real-time-PCR Assays zu
priiffen, wurden die Reinkulturen von 15 verschiedene Bakterien (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Clostridium histolyticum, Clostridium paraputrificum, Clostridum
perfringens, Clostridium tetani, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Clostridium difficile, Clostridium difficile (Binary positiv)) mit
der Real-time-PCR amplifiziert. Zur Spezifitatspriifung wurden einmal hitzeinaktivierte
Bakterienlysate der oben genannten Bakterien mit 10°CFU/ml verwendet, sowie
extrahierte DNA aus 10°CFU/ml. Die hitzeinaktivierten Bakterienlysate mit 10°CFU/ml
reagierten in der Real-time-PCR mit Ausnahme des Bakterienlysats aus Clostridium
difficile alle negativ.

Die extrahierten DNA-Proben aus 10°CFU/ml der Referenzbakterien waren aufler einer
DNA-Probe von Clostridium perfringens und der DNA-Probe von Clostridium difficile
ebenfalls alle negativ, es wurde keine Kreuzreaktivitit beobachtet. Die Nachweisgrenze

des verwendeten Real-time-PCR Assays lag bei 1x10? Zellen/ml, was 4x10* Zellen/g
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Stuhl entspricht. Somit wurde ein Detektionsbereich iiber 6 logarithmische Stufen von
10® bis 10> CFU/ml erreicht. Auf die Stuhl- und Umgebungsproben bezogen konnten

also alle Proben mit mindestens 1x10* Zellen/ml bzw. 4x10* Zellen/g Stuhl als positiv

gerechnet werden.

Abb.1:

Spezifitdt von Primer und Sonde zum Nachweis der 16S rRNA von Clostridium difficile

mittels Real-time-PCR.

A: Testung verschiedener Clostridium Spezies, B: Vergleichstestung potentieller

Darmbakterien

Es wurden jeweils Aquivalente von 10° Bakterienzellen getestet

1.E+08 -
1.E+07
1.E+06
1.E+05
1.E+04
1.E+03
1.E+02
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4.2 Untersuchung der Stuhlproben

4.2.1 Vergleich der Ergebnisse des Toxinnachweises mittels ELISA mit dem

Nachweis und der Quantifizierung mittels Real-time-PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 242 Stuhlproben mit einem Real-time-PCR Assay auf
den Nachweis und die Zellzahl von Clostridium difficile hin untersucht. Die Real-time-
PCR basierte auf dem Nachweis der 16S rRNA von Clostridium difficile. Die
Stuhlproben stammten von Patienten des Universitatsklinikums der Philipps-Universitét
Marburg mit Verdacht auf eine Clostridium difficile assoziierte Erkrankung. Die
eingeschickten Stuhlproben wurden in der Mikrobiologischen Diagnostik mit einem
Toxin-ELISA auf Toxin A und Toxin B hin untersucht. Im Anschluss wurde direkt aus
den Stuhlproben die DNA extrahiert und die extrahierte DNA-Probe mittels Real-time-
PCR auf die 16S rRNA von Clostridium difficile getestet. Jede Probe wurde mit Hilfe
einer konventionellen PCR auf die Anwesenheit von Toxin A, Toxin B und das Binary-

Toxin hin tiberpriift.

Tab.1: Ergebnisse des ELISA, der Real-time-PCR und der Toxintestung mittels
konventioneller PCR

Total
n (%)
ELISA Test
Negative 81 (33.5)
Positive 161 (66.5)
Bakterienzahlen
0— <10’ 51 (21.1)
>10% - <10* 36 (14.9)
> 10" - <10° 57 (23.5)
> 10%- <10’ 53 (21.9)
> 10’ 45 (18.6)
Toxine
A+ and B+ 108 (44.6)
A+ and B- 5(2.1)
A- and B+ 38 (15.7)
A- and B- 91 (37.6)
Binary toxin + 10 (4.1)
Total 242 (100.0)
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Bei 161 (66,5%) der 242 Stuhlproben bestitigte sich der Verdacht auf Clostridium
difficile im Toxinnachweis mittels ELISA. Die restlichen 81 (33,5%) Stuhlproben
waren im Toxinnachweis mittels ELISA negativ. Bei einer Nachweisgrenze der Real-
time-PCR bei 4x10” Zellen/g Stuhl konnten 191 (78,9%) Proben mittels Real-time-PCR
als positiv identifiziert werden.

Von den 161 im Toxinnachweis mittels ELISA positiv getesteten Stuhlproben waren in
der Real-time-PCR 157 (98,1%) Proben ebenfalls mit mehr als 10* Zellen/ml positiv,
wihrend nur 3 Proben (1,9%) mit weniger als 10° Zellen/ml in der Real-time-PCR
negativ getestet wurden. Von den 81 im Toxinnachweis mittels ELISA negativ
getesteten Stuhlproben waren in der Real-time-PCR 32 (39,5%) Proben positiv und 49
(60,5%) negativ. Es zeigte sich, dass die im ELISA positiv getesteten Stuhlproben auch
in der Real-time-PCR héufiger positiv getestet wurden. Aus der Verteilung der
Zellzahlen/ml wird ersichtlich, dass die im ELISA positiv getesteten Stuhlproben
signifikant hohere Zellzahlen aufwiesen als die im ELISA negativ getesteten Proben
(Abbildung 2, Tab.2). Die Wahrscheinlichkeit, dass im ELISA positiv getestete Proben
Zellzahlen zwischen 10° und 107 Zellen/ml hatten, war zwischen 5,1 und 6,5 mal gréBer

als bei Proben, die im ELISA negativ getestet worden waren.

Abb.2: Verteilung der Zellzahlen in Bezug zum Ergebnis des ELISAs

Verteilung der Bakterienzellzahlen
m EIA negative mEIA positive
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Tab.2: Median und Perzentilen (x10°) von Clostridium difficile in ELISA negativen
und positiven Proben

ELISA negativ ELISA positiv
Median 25-75% Median 25-75% p-Wert
Stuhlprobe 27,3 27,3-572,0 | 822,00000 37,60000 — <0,001
in Gramm 5,140,00000

Stuhlprobe 0,07 0,07 -2,23 1,89234 69,26 — 12,40000 <0,001
in CFU/ml

e MannWhitney Rang Summen Test

4.2.2 Sensitivitit und Spezifitit der Real-time-PCR in Bezug auf Stuhlproben

Als Goldstandart in der Diagnostik auf Clostridium difficile wird allgemein der
Nachweis der Toxizitit in der Zellkultur angesehen. Da dieser Test in der
Mikrobiologischen Diagnostik in Marburg jedoch nicht zum Routineverfahren gehdort
und nicht zur Verfiigung stand, wurde die Sensitivitit und Spezifitit der Real-time-PCR
in Bezug auf Stuhlproben im Vergleich zum Ergebnis im Toxinnachweis mittels ELISA
errechnet. Es konnte gezeigt werden, dass mit steigenden Zellzahlen/ml die Sensitivitit
sank, wihrend bei einem niedrigen cut-off von >10 Zellen/ml die Sensitivitit fast 99%
betrug (Tabelle 3). Die Spezifitdt nahm dagegen mit steigenden Zellzahlen/ml zu, wobei
allerdings auch bei niedrigen Zellzahl- Levels die Spezifitit noch relativ hoch lag, so lag
die Spezifitit bei >10* Zellen/ml immerhin bei 60%. AuBerdem lisst sich aus Tabelle 3
ablesen, dass der hochste Prozentsatz an korrekt getesteten Proben bei den Stuhlproben

mit fast 86% bei einem cut-off von >10? Zellen/ml lag.

Tab. 3: Real-time-PCR. Ergebnisse fiir unterschiedliche cut-offs von Clostridium
difficile Zellzahlen

. . Korrekt .
gelallﬂﬁgg/m Sensitivitat (%) | Spexzifitat (%) kIa;sifizierte Likeﬁﬁj{'}g’;atio
roben
>0 100.00 0.00 66.53 1.00
> 10° 98.76 60.49 85.95 2.50
> 10* 86.96 81.48 85.12 4.70
>10° 56.52 91.36 68.18 6.54
> 10’ 27.95 100.00 52.07 -
> 10’ 0.00 100.00 33.47 -
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Um die Genauigkeit der Real-time-PCR zu iiberpriifen, wurde anhand der Sensitivitét
und Spezifitit eine ROC-Kurve erstellt. Die Flache unter der ROC-Kurve .betrug dabei
0,90 bei einem 95% Konfidenzintervall von 0,86-0,94 (s. Abbildung 3).

Aus der ROC-Kurve und Tabelle 3 ergab sich die beste Kombination von Spezifitdt und
Sensitivitit bei einem Schwellenwert von 10* Zellen/ml, wobei hier eine Spezifitit von

fast 82% und eine Sensitivitit von fast 87% erreicht wurde.

Abb.3 ROC Kurve fiir die Quintilen der C. difficile Zellzahlen, gemessen mittels Real-

time-PCR
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4.2.3 Nachweis von Toxin A, Toxin B und Binary-Toxin in Stuhlproben

Nachdem mit der Real-time-PCR iiber die 16S rRNA-Gene eine Aussage iiber den
Nachweis und die Zellzahl von Clostridium difficile in den Stuhlproben vorlag, wurden
alle 242 Stuhlproben mit einem konventionellen PCR-Protokoll noch auf die
Anwesenheit der Gene fiir Toxin A und Toxin B hin untersucht. Dabei wurde auf
bereits veroffentlichte Primersequenzen aus Studien (Bélanger et al., 2003; Cohen et al,
2000) zuriickgegriffen.

Einen Uberblick iiber den Nachweis von Toxin A und Toxin B bei allen Stuhlproben
liefert Tabelle 2. Insgesamt konnten bei den meisten Stuhlproben entweder beide Gene

fiir Toxin A (tcdA) und Toxin B (tcdB) nachgewiesen werden oder weder das Gen fiir
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Toxin A noch das Gen fiir Toxin B. So konnten insgesamt bei 108 (44,6%) Proben
beide Gene tcdA und tcdB nachgewiesen werden und bei 91 (37,6%) Proben keines der
beiden Gene tcdA und tcdB.

Von allen Proben wurden 5 (2,1%) Proben positiv auf das tcdA Gen aber negativ auf
das tcdB Gen getestet, wihrend bei 38 (15,7%) Proben nur das Gen fiir Toxin B aber
nicht das Gen fiir Toxin A nachgewiesen werden konnte. Betrachtet man den Nachweis
von Toxin A und B getrennt in im ELISA positiv und negativ getestete Proben, féllt auf,
dass die Proben, die beim Toxinnachweis mittels ELISA positiv waren, auch in der PCR
vermehrt fiir mindestens eines der Gene von Toxin A und Toxin B positiv waren
(p<0,001) (Tabelle 4).

Bei den im ELISA positiv getesteten Proben waren 104 (43,0%) Proben sowohl fiir
Toxin A als auch fiir Toxin B positiv, bei den im Elisa negativ getesteten Proben waren
nur 4 (1,6%) Proben fiir die Gene von Toxin A und B positiv. Im Gegensatz dazu waren
bei den im ELISA positiven Proben nur 19 (11,8%) Proben sowohl fiir das Gen von
Toxin A als auch das Gen fiir Toxin B negativ. Unter den Proben, die im
Toxinnachweis mittels ELISA negativ getesteten waren dagegen 72 (88,8%) Proben
sowohl fiir das Gen von Toxin A als auch fiir das Gen von Toxin B negativ. Bei den im
ELISA positiv getesteten Proben waren 5 (3,1%) Proben positiv fiir Toxin A und
negativ fiir Toxin B, sowie 33 (20,5%) Proben negativ fiir Toxin A aber positiv fiir
Toxin B. Unter den im ELISA negativ getesteten Proben waren 5 (2,1%) Proben negativ
fiir Toxin A und positiv fiir Toxin B. Ein Stamm der Toxin A positiv aber Toxin B

negativ war, konnte unter den im ELISA negativen Proben nicht nachgewiesen werden.

Tab.4: Verteilung von Toxin A und Toxin B in Bezug zum ELISA Test

Toxine Total
A+and B+ | A+and B- | A-and B+ A- and B- n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%)
ELISA- 4 (1.65) 0 (0.00) 5(2.07) 72 (29.75) | 81 (33.47)
ELISA+ 104 (42.98) 5(2.07) 33 (13.64) 19 (7.85) 161 (66.53)
Total 108 (44.63) 5(2.07) 38 (15.70) | 91 (37.60)) 242
(100.00)

Fischer’s exact test — p<<0.0001

Im Rahmen dieser Arbeit sollte auBerdem untersucht werden, ob bei den getesteten
Stuhlproben auch das auflerhalb vom Paloc gelegene Gen des Binary-Toxins

nachgewiesen werden kann. Dazu wurden alle Stuhlproben iiber zwei konventionelle
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PCR-Protokolle auf die Gene cdtA und cdtB hin untersucht. Die Primer und
Cyclerprogramme waren einer Veroffentlichung (Terhes et al., 2004) entnommen
worden. Es zeigte sich, dass insgesamt 10 (4,1%) Stuhlproben positiv fiir die Gene cdtA
und cdtB waren. Bei 9 von den 10 Proben konnten auflerdem die Gene fiir Toxin A und
Toxin B identifiziert werden wihrend bei einer Probe nur das Gen fiir Toxin A aber
nicht das Gen fiir Toxin B nachgewiesen werden konnte.

Von den Binary-Toxin positiven Proben waren 9 Proben im Toxinnachweis mittels

ELISA positiv und eine Probe im ELISA negativ getestet worden.

4.2.4 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Insgesamt wurden 242 Stuhlproben von 167 verschiedenen Patienten gesammelt. Die
Differenz zwischen den Patientenzahlen und der Anzahl der Stuhlproben ergab sich
daraus, dass von einigen Patienten mehrere Stuhlproben eingeschickt und untersucht
wurden.

Von den 167 Patienten waren 111 Patienten tatsdchlich an einer CDI erkrankt, bei 56
Patienten wurde der Verdacht auf eine Clostridium difficile Erkrankung im Toxin-
ELISA dagegen nicht bestitigt. Von den 167 verschiedenen Patienten waren 85
Patienten (50,9%) auf einer internistischen Station untergebracht. Dabei lagen 38
Patienten auf den Stationen fiir Gastroenterologie, Endokrinologie und Stoffwechsel-
Erkrankungen und 20 Patienten auf den Stationen der Hadmatologie, Onkologie und
Immunologie. Die restlichen internistischen Patienten waren auf Stationen der
Kardiologie, Nephrologie, Pulmologie, Péddiatrie, der Chemotherapeutischen Ambulanz
und der Hdmodialyse- Ambulanz untergebracht.

5 Stuhlproben waren vom Personalarzt des Universititsklinikums Marburg mit
Verdacht auf Clostridium difficile eingeschickt worden und wurden als ,,internistische*
Proben gezihlt.

82 Patienten (49,1%) lagen stationér auf chirurgisch orientierten Stationen, wobei davon
18 Patienten auf Stationen der Viszeral-, Thorax- und Gefalchirurgie, 17 Patienten auf
orthopéddischen Stationen und 10 Patienten auf urologischen Stationen lagen. Weitere
Unterbringungen der chirurgischen Patienten waren die Herz- und Gefdfchirurgie, die
Hand-, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie, die Gyndkologie, die Zahnheilkunde
und die Dermatologie. Insgesamt waren von den 167 Patienten 21 Patienten auf den

verschiedenen Intensivstationen untergebracht. In Abbildung 4 ist die Altersverteilung
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der 167 Patienten dargestellt, wobei in Abhidngigkeit vom Alter der Patienten 6
verschiedene Patientengruppen gebildet wurden. Bei 5 (2,99%) Patienten war in der
elektronischen Datenbank Swisslab kein Geburtsdatum angegeben. Zunichst lie sich
feststellen, dass die Zahl der Patienten mit zunehmenden Alter ansteigt. AuBlerdem fiel
auf, dass die beiden groften Gruppen die Gruppe der Patienten zwischen 65 und 79
Jahren (60 Patienten) und die Gruppe der iiber 80 jahrigen Patienten (47 Patienten) sind.
Insgesamt waren damit 110 Patienten (64,3%) iiber 65 Jahre. In der Altersgruppe der
Patienten zwischen 40 und 64 Jahre waren 36 Patienten, in der Gruppe der 25-39
Jahrigen waren 10 Patienten und die Gruppe der Patienten zwischen 10 und 24 Jahren

umfasste 5 Patienten. Nur 4 Patienten waren jiinger als 10 Jahre.

Abb.4: Altersverteilung der Patienten
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4.3 Untersuchung der Umgebungsproben

4.3.1 Quantifizierung der Umgebungsproben

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die DNA aus 531 Abstrichproben aus der

Umgebung verschiedener Krankenhauspatienten-Gruppen mittels Real-time-PCR zum

Nachweis der 16S rRNA von Clostridium difficile und zur Ermittlung der Zellzahl
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untersucht. Dazu wurde das gleiche Real-time-PCR Protokoll verwendet wie fiir die
Quantifizierung der Stuhlproben. Die Proben waren im Zeitraum vom Januar 2007 bis
zum November 2007 entnommen worden. Bei der Studie wurden Abstrichproben
folgender drei Patientengruppen miteinander verglichen:

Proben aus der Umgebung von Clostridium difficile positiven-Patienten (156 Proben),
Proben aus der Umgebung von Clostridium difficile negativen Patienten, die mit
Clostridium difficile —positiven Patienten auf einer Station lagen (190Proben) und
Proben aus der Umgebung von Clostridium difficile negativen Patienten von Stationen
auf denen seit 6 Monaten kein Patient mehr positiv auf Clostridium difficile getestet
worden war (185 Proben). Letztere Gruppe umfasste vor allem die neurochirurgischen
Stationen, die Wochnerinnenstation mit dem Kreissaal und die nephrologische
Intensivstation. Abstrichorte waren der FuBboden des Patientenzimmers (55 Proben),
die Hande des Patienten (91 Proben), die Hinde des Personals (59 Proben), die néhere
Umgebung des Patienten (<Im) (142 Proben) und die entfernte Umgebung des
Patienten (>1m) (184 Proben). Obwohl versucht wurde, in jedem Patientenzimmer
moglichst gleich viele Proben zu entnehmen, war dies nicht immer moglich, da die
Zimmer teilweise sehr unterschiedlich ausgestattet waren und nicht in jedem Zimmer
von den gleichen Orten Proben genommen werden konnten. So war zum Beispiel auf
Intensivstationen in den Zimmern oft kein Tisch aber eine groBe Anzahl
Uberwachungsmonitore vorhanden. AuBerdem gab es z.B. auch Zimmer ohne eigene
Toilette. Von den 156 Proben aus der Umgebung der Clostridium difficile-positiven
Patienten waren 68 (43,6%) Proben iiber dem Cut-Off von 10 Zellen/ml und damit im
Nachweis von Clostridum difficile positiv. Die Proben mit den hochsten Zellzahlen
waren eine Abstrichprobe von der Hand eines Patienten mit einer Zellzahl von 6,1 x 10*
Zellen/ml und eine Probe vom Fullboden mit einer Zellzahl von 6,0 x 10* Zellen/ml.
Unter den 190 Proben von Clostridium difficile-negativen Patienten auf Clostridium
difficile positiven Stationen konnte bei 99 (53,5%) Proben Clostridium difficile
nachgewiesen werden, bei den 185 Proben Clostridium difficile negativen Patienten auf
Clostridium difficile negativen Stationen waren 48 (26,0%) Proben positiv. Im
Vergleich der Zellzahlen der Umgebungsproben der drei Stationstypen (Tabelle 5)
zeigte sich, dass die Proben aus der Umgebung Clostridium difficile-negativer Patienten
von Clostridium difficile-negativen Stationen signifikant niedrigere Zellzahlen in den
Proben von Fu3boden und der niheren Umgebung (<Im) aufwiesen als die Proben von

Clostridium difficile-positiven Patienten.
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Die Proben aus der Umgebung Clostridium difficile-negativer Patienten von
Clostridium difficile-positiven Stationen hatten nur bei den Proben vom Fuf3boden
signifikant niedrigere Zellzahlen als die Proben Clostridium difficile-positiver Patienten.
Zwischen allen anderen Patienten und Proben-Gruppen fanden sich keine signifikanten
Unterschiede. Auch zwischen den Zellzahlen der Proben von Personal und
Patientenhdnden der verschiedenen Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied

festgestellt werden.

Tab.5: Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellzahlen der unterschiedlichen
Umgebungsproben

Station Patienten FuB3boden Patientenhidnde Personalhdnde  Nahere Entferntere
Status  Status Umgebung<Im Umgebung >m
M S M S M S M S M S
Cd+ Cd+ 9117,3 3701,6 5535,0% 2537,7 1549,7*  693,0 2768,4*  1153,7 2825,7* 1293,1
Cd+ Cd- 843,1 3194 21584 7774 663,1 250,7 661,2 204,5 4133 4 2213,6
1028,1 362,0 1811,0* 740,8 215,6* 98,8 321,6 96,2 639,6* 2471
Cd- Cd-

Cd, Clostridium difficile

M, Mittelwerte

S, Standardabweichung

* Mittelwerte zeigen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05)

4.3.2 Korrelationsanalyse der Umgebungsproben

Nach Berechnung der Zellzahlen wurde mit Hilfe einer Korrelationsanalyse untersucht,
ob zwischen den Proben der verschiedenen Abstrichorte Zusammenhéinge nachgewiesen
werden konnen. In Tabelle 6 ist dargestellt wie die verschiedenen Proben-Gruppen
miteinander korrelieren, dabei ist r der Spearman Korrelationskoeffizient und ein Maf3
fiir die Starke des gefundenen Zusammenhangs. Die Berechnungen zeigten, dass die
Clostridium difficile Zellzahlen aus den FuBBbodenproben und den Proben der
Patientenhidnde mit einem r von 0,75 hoch signifikant korrelierten. Bei den Proben vom
FuBBboden wurde auBlerdem eine starker Zusammenhang mit den Proben von Hénden

des Personals nachgewiesen (r=0,72). Eine Korrelation konnte zudem zwischen den
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Zellzahlen aus den Proben von den Hidnden des Personals und den Proben aus der
ndheren Umgebung (<Im) festgestellt werden (r=0,73). Mit den Zellzahlen der Proben
aus der entfernten Umgebung (>1m) waren die Proben vom FuBboden mit einem r von
0,71 korreliert. Auch zwischen den Zellzahlen der Proben der entfernten Umgebung
(>m) und den Proben von den Patientenhénden zeigte sich eine Verbindung (r=0,65),
sowie zwischen den Proben der ndheren Umgebung (>1m) und den FuB3bodenproben

(1=0,68).

Tab.6: Korrelationen der Zellzahlen zwischen den unterschiedlichen Umgebungsproben

Fulboden Patientenhédnde Personalhédnde Nahere Entferntere

Umgebung Umgebung
<Im >Im

FuB3boden 1,00

Patientenhénde 0,75%*2 1,00

Personalhédnde 0,72%*2 0,60”‘>X<b 1,00

Néahere 0,68**° 0,47%* 0,73%*2 1,00

Umgebung <Im

Entferntere 0,71%* 0,65%*° 0,58** 0,57** 1,00

Umgebung >1m

*#% p<0,01, * >0,70 , °r<0,6 und r>0,7

Um den Effekt der gemessenen Zellzahlen von Personal und Patientenhidnden auf die
Zellzahlen der anderen Umgebungsproben abzuschitzen, wurde ein Lineares
Regressionsmodell entwickelt, wobei die Bakterienzahlen von Personal und
Patientenhdnden als unabhingige Variable und die Bakterienzahlen der anderen
Umgebungsproben als abhdngige Variable eingesetzt wurden (Tabelle 7). Unter
Verwendung des unbereinigten Bestimmtheitsmalles zeigte sich, dass die Zellzahlen
von Personal und Patientenhénden hoch signifikant mit den Zellzahlen von Fuf3boden
sowie ndherer und entfernter Umgebung assoziiert waren. Unter Verwendung des
korrigierten Bestimmtheitsmalles wurde dann deutlich, dass die Zellzahlen der
Personalhidnde tatsdchlich alle anderen Probengruppen beeinflussen, wihrend die
Zellzahlen der Patientenhinde nur mit den Zellzahlen von Fulboden und entfernter
Umgebung aber nicht mit denen der ndheren Umgebung in einem

Abhingigkeitsverhéltnis standen.




Ergebnisse 53

Tab.7: Einfluss der Zellzahlen von Personal und Patientenhidnden auf die Zellzahlen

der anderen Umgebungsproben

FuBboden Nébhere Entfernte

B+ SE Efimng(ﬂm) ;stg;bungmm)
Unbereinigtes
Bestimmtheitsmafs
Personalhidnde 0,8040,15%** 1,06+0,17** 0,84+0,21**
Patientenhinde 0,62+0,10%* 0,53+0,15%* 0,74+0,13%*
Korrigiertes
Bestimmtheitsmaf3
Personalhinde 0,44+0,19* 1,02+0,21%* 0,40+0,22*
Patientenhénde 0,39+0,15% 0,02+0,17 0,60+0,18**

* p<0,05 ** p<0,01
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5. Diskussion

5.1 Weitere Etablierung und Optimierung des Real-time-PCR Assays basierend
auf der Gensequenz der 16S rRNA von Clostridium difficile

Zu Beginn dieser Arbeit wurde ein Real-time-PCR Assay zum Nachweis der spezies-
spezifischen Gensequenz der 16S rRNA von Clostridium difficile weiter etabliert, da
eine moglichst hohe Spezifitit des verwendeten Real-time-PCR Assays die
Vorraussetzung fiir die anschlieBende Quantifizierung von Clostridium difficile in den
Stuhlproben und Umgebungsproben darstellt. Dazu wurden DNA-Proben und Lysate
von 15 verschiedenen Bakterien mit dem Real-time-PCR Assay getestet. Es konnte
gezeigt werden, dass die Nachweisgrenze des verwendeten Real-time-PCR Assays bei
einer Zellzahl von 1x10% Zellen/ml liegt, was 4x10* Zellen/g Stuhl entspricht. Trotz der
ermittelten hohen Nachweisgrenze kann nie ganz ausgeschlossen werden, dass es nicht
doch zu falsch-positiven Ergebnissen kommt, da die intestinale Flora ein &uBerst
kompliziertes System darstellt und aus einer groBen Zahl verschiedenster
Bakterienspezies aufgebaut ist, die zum Teil noch nicht beschrieben sind (Guarner et

al., 2003).

5.2 Vergleich der Real-time-PCR mit anderen Nachweismethoden von Clostridium

difficile

In dieser Arbeit wurden sowohl ein Real-time-PCR Assay als auch verschiedene
konventionelle PCR-Methoden verwendet. Das weiter etablierte Real-time-PCR Assay
basierte auf dem Nachweis der Gensequenz der 16S rRNA von Clostridium difficile, die
konventionellen PCR Assays wurden zum Nachweis der Gensequenzen der drei Toxine
von Clostridium difficile verwendet.

Im Rahmen der Etablierung des Real-time-PCR Assays wurde Stimme von Clostridium
difficile aus der Stammsammlung des Instituts flir Krankenhaushygiene und
Mikrobiologie auf Selektivndhrmedien angeziichtet. Im Unterschied dazu wurde bei der
Testung der Stuhl- und Umgebungsproben auf den kulturellen Nachweis verzichtet. Da
die kulturelle Anzucht von Clostridium difficile aus Stuhl kompliziert und langwierig
ist, verzichtet man in der Routinediagnostik darauf und fiihrt stattdessen den auch hier

verwendeten indirekten Nachweis iiber die Toxine. Auch wenn die gezielte Isolierung
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von Clostridium difficile aus dem Bakterienrasen viel Erfahrung verlangt und leicht zu
Fehlinterpretationen fiihren kann (Vaughan et al.,2003) ist ein wichtiger Vorteil des
kulturellen Nachweises, dass alle Clostridium difficile Stimme erfasst werden,
unabhingig davon ob sie zur Toxinbildung fdhig sind. AuBerdem stehen die
angeziichteten Bakterienstimme zur Antibiotikatestung zur Verfligung.

Die konventionelle PCR-Methode wurde 1983 von Kary Mullis entwickelt und stellt
eine sehr sensitive und spezifische Methode zum Nachweis bestimmter Genabschnitte
der DNA dar (Mullis et al., 1986). Allerdings ist auch die konventionelle PCR relativ
zeit- und arbeitsaufwendig. AuBlerdem besteht im Vergleich zu anderen
molekularbiologischen Methoden wie z.B. der Real-Time-PCR eine grof3ere Gefahr von
Kontaminationen, insbesondere durch die sich der eigentlichen PCR anschlieBenden
Gelelektrophorese. Ein Problem stellt auch die mogliche unspezifische Primerbindung
dar. Der grof3te Nachteil im Vergleich zu Real-time-PCR Methoden ist allerdings, dass
nur ein rein qualitativer Nachweis moglich ist und keine Aussage zur Zellzahl bzw.
Bakteriendichte gemacht werden kann.

Die Real-time-PCR als relativ neue molekularbiologische Methode hat im Vergleich zur
konventionellen PCR und zum kulturellen Nachweis viele Vorteile: Der bei der Real-
time- PCR Methode erforderliche Arbeitsaufwand im Labor ist wesentlich geringer und
weniger zeitaufwendig als bei der konventionellen PCR und dem kulturellen Nachweis.
Damit ist die Real-time-PCR besonders fiir grole Probenzahlen geeignet. Auflerdem
kommt es weniger leicht zu Kontaminationen, da die ganze PCR-Reaktion im
geschlossenen Reaktionsgefdl stattfindet und die elektrophoretische Auftrennung
entfillt (Huijsdens et al., 2002). Ein Vorteil der Real-time-PCR ist auch die hohere
Spezifitdat von 97% gegeniiber der konventionellen PCR (92% Spezifitit), da nur dann
ein Fluoreszenzsignal abgegeben wird wenn beide Primer und die spezifische Sonde
gebunden haben (Ackermann et al., 2004a).

Zudem lésst sich mit der Real-time-PCR nicht nur eine qualitative Aussage machen,
sondern auch eine quantitative Aussage. Das bedeutet, dass auch auf die Erregerdichte
in der untersuchten Probe geschlossen werden kann, was mit der konventionellen PCR
und dem kulturellen Nachweis nicht moglich ist. Der Nachteil der Real-time-PCR
Methode ist, dass dieses Verfahren vergleichsweise teuer ist.

In der Literatur sind mehrere Studien zum spezifischen Nachweis der 16S rRNA von
Clostridium difficile mittels Real-time-PCR erwdhnt (Peterson et al., 2007; Penders et
al., 2005; Rinttild et al., 2004; Belanger et al., 2003). Hypervariable Regionen der 16S
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rRNA bedingen die Differenzierung in unterschiedliche Spezies, die im Laufe der
Evolution entstanden sind. Andererseits verfiigt die 16S rRNA {iiber sehr konsistente
Bereiche die wihrend der Evolution nicht durch Mutationen verdndert wurden (Park et
al., 2005). Aus diesen Griinden ist die 16S rRNA besonders gut zum Nachweis und zur
Identifizierung von Mikroorganismen geeignet. In Bezug auf Clostridium difficile bietet
der Nachweis der 16S rRNA zudem den Vorteil, dass sowohl toxinbildende als auch
nicht toxinbildende Clostridium difficile Stimme nachgewiesen werden. Somit werden
auch alle asymptomatischen Clostridium difficile Trager erkannt. Andererseits kann mit
einer PCR, die allein auf dem Nachweis der Gene der 16S rRNA basiert, nicht zwischen
symptomatischen und asymptomatischen Tridgern unterschieden werden. Daher sind im
Anschluss an die PCR noch Testungen zum Nachweis der Toxine ndtig, wie zum
Beispiel mit ELISA Systemen wie dem RIDASCREEN® Clostridium difficile ToxA/B
Kit , oder mit Hilfe einer weiteren PCR. In der Literatur sind auch Real-time-PCR
Assays beschrieben, die auf der Gensequenz von Toxin A oder Toxin B oder beiden
Toxinen basieren. PCR Assays die nur ein Toxin detektieren, wie z.B. das von Van den
Berg und Kollegen entwickelte Real-time-PCR Assay zum Nachweis von Toxin B (Van
den Berg et al., 2006), haben den Nachteil, dass nicht Toxin bildende Stimme und
Stimme die nur Toxin A bilden nicht nachgewiesen werden kdnnen. Belanger und
Kollegen entwickelten ein Multiplex Real-time-PCR Assay zum Nachweis von Toxin A
und B (Belanger et al, 2003), wodurch zwar auch die Clostridium difficile Stimme
detektiert werden konnten die nur eines der beiden Toxine bildeten, allerdings konnten
auch hier nicht toxigene Stamme nicht nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher zundchst alle Stuhlproben und
Umgebungsproben mit Hilfe des weiter etablierten Real-time-PCR Assays auf die
Anwesenheit der 16S rRNA Gene hin untersucht. Danach wurden alle Proben mittels
konventioneller PCR auf Toxin A, B und das Binary-Toxin getestet. Auf diese Weise
war es moglich, zwischen den verschiedenen Varianten der toxigenen und nicht

toxigenen Clostridium difficile Stimme zu unterscheiden.
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5.3 Sensitivitit und Spezifitit der Real-time-PCR zum Nachweis von Clostridium

difficile in Stuhlproben

Der Goldstandart in der Clostridium difficile Diagnostik ist die Zytotoxizititstestung in
der Zellkultur, da dieses Verfahren die grofite Sensitivitit (94%-100%) und Spezifitit
(99%) aufweist (Doern et al., 1992). Allerdings ist der Nachweis der Zytotoxizitit sehr
aufwendig und wird in Routinelaboratorien in der Diagnostik nicht regelhaft eingesetzt.
Stattdessen werden in der Routinediagnostik, so wie auch in der Diagnostik des Instituts
fiir Krankenhaushygiene und Mikrobiologie in Marburg, ELISA Tests zum Nachweis
von Toxin A, Toxin B, oder beiden Toxinen verwendet. Insgesamt wurden 242
Stuhlproben untersucht, davon waren 161 (66,5%) Proben mittels ELISA positiv und 81
(3,5%) negativ auf Toxin A und B getestet worden. Wie zu erwarten bestitigte sich im
anschliefenden Real-time-PCR Assay bei den im ELISA positiv getesteten Proben in
98,1% der Félle das positive Ergebnis, nur drei Proben (1,9%) wurden im trotz des
positiven ELISA Ergebnisses im Real-time-PCR Assay negativ getestet. Diese drei in
der Real-time-PCR falsch negativen Proben konnen einerseits durch eine zu geringe
Sensitivitit der Real-time-PCR erklart werden, andererseits konnen auch
Fehlinterpretationen beim Ablesen des ELISA Ergebnisses oder eine zu geringe
Spezifitiat des ELISAs der Grund sein. Da bei einem Threshold von 10% Zellen/ml die
Sensitivitéit der Real-time-PCR jedoch bei fast 99% liegt, lag der Fehler eher im ELISA.
Von den zuvor im ELISA negativ getesteten Proben konnten bei einem Detektionslimit
von 10% Zellen/ml in der Real-time-PCR fast 40% der Proben positiv getestet werden.
Griinde hierfiir kdnnten eine zu geringe Spezifitit des Real-time-PCR Assays, aber auch
eine zu geringe Sensitivitit des ELISAs sein. Die Real-time-PCR war zu Beginn dieser
Arbeit weiter etabliert worden. Von DNA und Lysat der 15 getesteten verschiedenen
Bakterien waren nur die Proben von Clostridium difficile sowie eine DNA-Probe von
Clostridium perfringens positiv getestet worden. Die eine DNA-Probe von Clostridium
difficile lieB3 jedoch im Vergleich zu den Clostridium-difficile-Proben nur auf eine sehr
geringe Bakteriendichte schlieBen und konnte damit vernachléssigt werden. Somit kann
von einer ausreichenden Spezifitidt der Real-time-PCR ausgegangen werden. In einer
Studie konnte dagegen gezeigt werden, dass ein ELISA nur eine Sensitivitit von 73,3%
gegeniiber 93,3% in einer Real-time-PCR erreichte (Peterson ef al., 2007). Ein weiterer
Grund fiir die im ELISA negativ, aber in der Real-time-PCR positiv getesteten Proben

konnten auch die unterschiedlichen Testansatze von ELISA und Real-time-PCR sein.
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In dem verwendeten ELISA wurden die Stuhlproben auf Toxin A und B hin gepriift.
Das verwendete Real-time- PCR Assay basierte jedoch auf der Gensequenz der 16S
rRNA von Clostridium difficile. Das bedeutet, der ELISA weist nur toxinbildende
Clostridium difficile Stimme nach, wahrend mit dem Real-time-PCR Assay auch nicht
toxinbildende Clostridium difficile Stimme erfasst werden. Die Inzidenz von
Clostridium difficile Tragern wird oft unterschitzt. Nach einer Antibiotikatherapie wird
ein Grofteil aller hospitalisierten Patienten zu asymptomatischen Trigern. Die Zahl der
Patienten, die mit einem nicht toxigenen Clostridium difficile Stamm infiziert sind, ist
grofer als die Zahl der Patienten, die auch tatsdchlich an CDI und Diarrhde leiden
(McFarland et al., 1989). In einer Studie konnte gezeigt werden, dass 20% aller
Patienten, die auf die Anwesenheit von 16S rRNA getestet wurden, Trager eines nicht
toxigenen Clostridium difficile Stamms waren (Wilson et al., 2003).

Obwohl diese asymptomatischen Trager klinisch nicht relevant sind, sollten diese
Personen irztlich beobachtet werden. Patienten, die einen nicht toxigenen Clostridium
difficile Stamm in sich tragen, sind ndmlich fiir eine Infektion mit toxigenen Stimmen
besonders anfillig und konnen gleichzeitig Trager verschiedener Staimme sein, wodurch
das Ubertragungsrisiko deutlich erhdht wird. Bei einem cut-off von 10 Zellen/ml bzw.
4x10* Zellen/g Stuhl konnte in der Real-time-PCR in Bezug zum ELISA eine fast 99%
Sensitivitidt und ein maximaler Prozentsatz korrekt klassifizierter Proben von fast 86%
erreicht werden. Bei Thresholds von mehr als 10° Zellen/ml wurde ein Abfall der
Sensitivitit beobachtet. Beziiglich der Spezifitit konnten auch bei einem cut-off von 10
Zellen/ml noch gute Werte erreicht werden, obwohl bei héheren Tresholds eine hdhere
Spezifitit erzielt wurde. Mit einer Nachweisgrenze von 4x10* Zellen/g Stuhl und einer
Sensitivitdt von fast 99% ist der in dieser Arbeit weiteretablierte Real-time-PCR Assay
deutlich sensitiver als das in einer Studie von Van den Berg et al.(2005) beschriebene
Real-time-PCR Assay, bei dem Clostridium difficile erst ab 1x10° Zellen/ g Stuhl
spezifisch nachgewiesen wurde. Belanger und Kollegen (2003) etablierten ein Real-
time-PCR Assay zum Nachweis von Clostridium difficile basierend auf molecular
bacons-Sonden was mit einer Nachweisgrenze von 5x10* Zellen/g Stuhl mit dem in
dieser Studie weitetablierten Real-time-PCR Assay vergleichbar ist. Allerdings basierte
das verwendete PCR Assay auf dem Nachweis von Toxin A und B und nicht auf dem
Nachweis der 16S rRNA. Auch die Ergebnisse der Arbeit von Rinttild und Kollegen
(2004) zur Entwicklung einer PCR zum Nachweis der 16S rRNA von Clostridium

difficile sind mit einer Nachweisgrenze von 6x10* Zellen/g Stuhl mit den Ergebnissen in
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dieser Arbeit vergleichbar. Allerdings verwendeten Rinttild und Kollegen eine SYBR
Green PCR anstelle der in dieser Studie eingesetzten Real-time-PCR. Das von Penders
et al. (2005) entwickelte Real-time-PCR Assay zum Nachweis der Gensequenz der 16S
rRNA von Clostridium difficile verfiigt iiber eine Nachweisgrenze von 2x10° Zellen/g
Stuhl und ist damit 10fach sensitiver als das in dieser Arbeit weiter etablierte PCR
Assay. In einer Studie von Peterson et al.(2007) konnte mit einem Real-time-PCR
Assay zur Detektion von Clostridium difficile aus Stuhlproben eine Sensitivitidt von
93,3% erreicht werden, was unter der in dieser Studie ermittelten Sensitivitdt von fast
99% bei einer Nachweisgrenze von 4x10* Zellen/g Stuhl liegt.

Insgesamt ldsst sich feststellen, dass das in dieser Arbeit verwendete Real-time-PCR
Assay zum Nachweis der 16S rRNA von Clostridium difficile aus Stuhlproben im
Vergleich mit anderen Veroffentlichungen vergleichbare und teilweise sogar bessere
Ergebnisse erzielt.

Mit Hilfe einer ROC-Kurve konnte gezeigt werden, dass die beste Kombination von
Sensitivitidt und Spezifitit bei einem Treshold von 10* Zellen/ml mit einer Sensitivitit
von fast 87% und einer Spezifitit von fast 82% erreicht wurde, was die Annahme
unterstiitzt, dass zum Nachweis und zur Ausbildung klinischer Symptome eine

bestimmte Menge Clostridium difficile vorhanden sein muss.

5.4 Toxinnachweis in der DNA aus Stuhlproben

Clostridium difficile kann drei verschiedene Toxine, Toxin A, Toxin B und das Binary-
Toxin ausbilden. Beim Patient kommt es nur dann zu einer klinichen Symptomatik
wenn Clostridium difficile Toxine produziert. Mit Hilfe verschiedener konventionellen
PCR Assays wurden alle 242 Stuhlproben auf die Anwesenheit der drei Toxine gepriift.

Die meisten pathogenen Clostridium difficile Stimme produzieren vor allem Toxin A
und Toxin B (von Eichel-Streiber et al., 1996; Ackermann et al., 2004), was auch im
Rahmen der Stuhlproben-Untersuchungen in dieser Studie bestétigt wurde. So zeigte
sich, dass die meisten Proben entweder Toxin A und B negativ waren oder fiir beide
Toxine positiv. Ein nicht unerheblicher Anteil der Stuhlproben wurde Toxin A negativ
und Toxin B positiv getestet, was sich mit den Ergebnissen anderer Studien deckt. In
den letzten Jahren wurde verstirkt eine steigende Zahl an Toxin A negativen und Toxin
B positiven Stimmen beschrieben (Van den Berg et al., 2005; Wroblewska et al., 2005;
Drudy et al., 2007; Kim et al., 2008). In einer Studie konnte in einem Hamstermodell
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auBerdem gezeigt werden, das vor allem Toxin B den entscheidenden Virulenzfaktor
darstellt (Lyras et al., 2009). Der in dieser Studie nachgewiesene Prozentsatz von 15,7%
A-/B+ Stimmen war kleiner als die Pridvalenzen an A-/B+ Stdmmen in anderen Studien
. So fanden Kim et al. (2008) eine Pravalenz von 21,4% und Samra und Kollegen
(2002) konnten einen Prozentsatz von 56,5% an Toxin A negativen und Toxin B
positiven Stdmmen nachweisen. Die erhohte Pravalenz an Toxin A negativen und B
positiven Stdmmen zeigt, wie wichtig es ist bei der Toxintestung beide Toxine
nachzuweisen, da sonst ein Teil der Clostridium difficile Stimme nicht erkannt wiirden.
In einer Studie konnte auBerdem gezeigt werden, dass Toxin A negative Toxin B
positive Stimme Verursacher endemischer Ausbriiche sein kdnnen (Sato et al., 2004).
Um herauszufinden, ob die in dieser Arbeit nachgewiesenen A-/B+ Stdmme ein und
demselben Subtyp angehoren, wéren allerdings noch weiterfiihrende Untersuchungen
mittels Pulsfeldelektrophorese notig gewesen.

In 4,1% der Stuhlproben konnten mittels konventioneller PCR die beiden Gene cdtA
und cdtB des Binarytoxins nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis war vergleichbar mit
Angaben in der Literatur, so wurden Binary-Toxin Prdvalenzen zwischen 4,0% und
12,0% beschrieben (Goncalves et al., 2004; Stubbs et al., 2000). Der Nachweis von
beiden Binary-Toxin Komponenten cdtA und cdtB ist insofern von Bedeutung, da es
auch Stdmme gibt, die nur eines der beiden Gene exprimieren. Die Vorraussetzung fiir
ein funktionierendes Binary-Toxin ist jedoch das Vorhandensein beider Komponenten
(Perelle et al., 1997). Alle nachgewiesenen Binary-Toxine in dieser Studie waren auch
fiir beide Komponenten positiv. Die meisten Binary-Toxin positiven Clostridium
difficile Staimme sind auch positiv fiir Toxin A und B (Perelle et al., 1997; Rupnik et al.,
2003), was auch im Rahmen dieser Studie bestdtigt wurde. Bis auf eine Probe waren
alle Binary-Toxin positiv getesteten Proben auch fiir Toxin A und Toxin B positiv. Eine
Binary-Toxin positive Probe war jedoch nur fiir Toxin A positiv. Das Binary-Toxin
wird in 2% der Fille auch von Clostridium difficile Stimmen gebildet, die weder Toxin
A noch Toxin B besitzen (Geric et al., 2003), ein solcher Stamm konnte in dieser Arbeit
jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Rolle des 1988 von Popoff et al. zum ersten
Mal beschriebenen Binary-Toxins bei der Pathogenese von Clostridium difficile ist nach
wie vor unklar. Es scheint sich jedoch um einen zusdtzlichen Pathogenititsfaktor zu
handeln. In einer Studie mit Hamstern konnte gezeigt werden, dass das Binary-Toxin
alleine, ohne Anwesenheit von Toxin A und Toxin B, keine Symptome verursacht

(Geric et al., 2006). Der Clostridium difficile Stamm Nap1/027 verfiigt neben der
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charakteristischen Deletion im tcdC Gen auch iiber das Binary-Toxin. Nap1/027 ist
durch die tcdC-Gen Deletion zu einer 16mal groBeren Produktion von Toxin A und
einer 23mal grofleren Produktion von Toxin B befdhigt (Warny et al., 2005). Dadurch
kommt es zu deutlich schwereren Krankheitsverldufen und einer erhohten Morbiditét
und Mortalitdt. Inwiefern das Binary-Toxin hierbei eine Rolle spielt ist nicht geklért.
Nap1/027 wurde 2001 zuerst in Kanada und den USA beschrieben, mittlerweile hat sich
der Stamm jedoch weltweit verbreitet und wurde auch schon in Deutschland
nachgewiesen (Zaiss et al., 2007). In den Niederlanden, wo der Stamm Napl/027
europaweit zum ersten Mal nachgewiesen wurde, scheint sich allerdings mittlerweile
ein Riickgang der Inzidenz von Nap1/027 abzuzeichnen (Hensgens, M.P. et al., 2009).
Seit 2005 wurde vermehrt auch das Auftreten eines Clostridium difficile Stamms vom
Ribotyp 078 beobachtet. Dieser Stamm verfiigt ebenso wie Nap1/027 iiber ein Binary-
Toxin und eine Deletion im tcdC-Gen, hat aber zusitzlich eine Punktmutation an
Position 184. (Goorhuis et al., 2008).

Im Rahmen dieser Studie wurde zwar in 4,13% der Fille das Binary-Toxin
nachgewiesen, ob es sich bei den untersuchten Stimmen um den Typ Nap1/027 oder

den Typ 078 handelt, wurde allerdings nicht weiter untersucht.

5.5 Vergleich von ELISA und konventioneller PCR zum Nachweis von

Toxin A und B

Insgesamt wurdenl61 Proben im ELISA positiv und 81 Proben negativ getestet. Der
ELISA basierte auf dem Nachweis von Toxin A und Toxin B, es war also zu erwarten,
dass in der konventionellen PCR zum Nachweis von Toxin A und Toxin B die im
ELISA positiv getesteten Proben ebenfalls positiv reagierten. Bei bei 18 Proben, die im
ELISA zuvor positiv getestet worden waren, lie3 sich in der PCR jedoch weder Toxin A
noch Toxin B nachweisen.

Der Grund hierfir koénnte zum einen in einer zu geringen Sensitivitit der
konventionellen PCR Assays oder einer zu geringen Spezifitit des ELISAs liegen. In
der Literatur wird die Spezifitit des Ridascreen ELISAs mit 97% (Vanpoucke et al.,
2001) und die Sensitivitdt der Primer fiir Toxin B mit 97% (Belanger et al., 2003)
angegeben. Ein weiterer Grund konnten PCR-Inhibitoren sein, die trotz der DNA-
Aufreinigung noch in geringen Mengen in den Proben vorhanden waren, wie z.B.

Gallensalze oder Bilirubin (Monteiro et al., 1997). Auffallend war, dass mehrere der 18
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Proben von denselben Patientinnen stammten. So waren alle 5 Proben von Frau H. zwar
im ELISA positiv getestet worden aber in der PCR negativ. Ebenso waren 2 Proben von
Frau B. im ELISA positiv und in der PCR negativ getestet worden.

Von den 81 im ELISA negativ getesteten Proben reagierten wider Erwarten 9 Proben in
der konventionellen PCR zum Nachweis der Toxine positiv. Dabei liel sich bei 4
Proben sowohl Toxin A als auch Toxin B nachweisen, 5 Proben waren Toxin A negativ
und Toxin B positiv und in einer Probe konnte sogar das Binarytoxin detektiert werden.
Als Ursache kommt hierfiir am ehesten die zu geringe Sensitivitit des verwendeten
ELISAs in Frage, die in einer Studie mit 57% angegeben wird (Vanpoucke et al., 2001).
Das bedeutet, das von den 81 Patienten die nach der Testung ihrer Stuhlproben das
Ergebnis ,,Clostridium difficile negativ"‘ mitgeteilt bekommen hatten, 9 Patienten
Clostridium difficile positiv waren und dariiber nicht richtig informiert wurden. Diese
Patienten wurden natiirlich auch nicht isoliert und es wurden keine HygienemalBnahmen
vorgenommen. Das ist insofern eklatant, da diese 9 Patienten eine Verbreitungsquelle

von Clostridium difficile darstellten und leicht andere Patienten anstecken konnten.

5.6 Vergleich der Quantifizierung mittels Real-time-PCR mit dem Toxinnachweis

mittels ELISA

Infizierte Personen haben im Vergleich zu asymptomatischen Clostridium difficile
Tragern eine deutlich erhohte Bakterien- und Sporenzahl im Darm und scheiden auch
mehr Bakterien und Sporen mit dem Stuhl aus. Mulligan und Kollegen (1979) stellten
fest, dass Infizierte mehr als 10> Zellen/g Stuhl ausscheiden. Laut Burkardt (1992) ist
eine Sporenzahl ab 10°Zellen/g Stuhl in Stuhlproben zur Diagnose einer Infektion mit
Clostridium difficile signifikant. Im Rahmen dieser Studie konnte festgestellt werden,
dass die Proben die im Toxinnachweis mittels ELISA positiv getestet worden waren
auch deutlich hohere Zellzahlen aufwiesen. Die Wahrscheinlichkeit, dass im ELISA
positiv getestete Proben Zellzahlen zwischen 10° und 10" Zellen/ml hatten war
zwischen 5,1 und 6,5 mal groBer als bei Proben, die im ELISA negativ getestet worden
waren. Demnach scheinen Personen, die mit einem toxinbildenden Stamm infiziert sind,

eine hohere Zellzahl Clostridium difficile im Stuhl und damit auch im Darm zu haben.
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5.7 Risikofaktoren

Es sind viele Risikofaktoren im Zusammenhang mit Clostridium difficile assoziierten
Erkrankungen bekannt. Wichtige Risikofaktoren sind vor allem die Einnahme von
Antibiotika, das Alter des Patienten und die Dauer des Krankenhausaufenthalts.
AuBlerdem spielt die Immunlage des Patienten eine Rolle, beispielsweise wenn das
Immunsystem durch eine HIV-Erkrankung oder Malignome beeinflusst wird. Ein
weiterer Risikofaktor sind Bauchoperationen und Sondenernédhrung (Mc Farland et al.,
2007). Zudem kann bei Chemotherapie und Radiatio die normale Darmflora gestort
sein, so dass Clostridium difficile sich leichter ansiedeln kann (Kelly, LaMont, 1998).

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 242 Stuhlproben von 167 Patienten
untersucht, wobei in etwa gleich viele Patienten von internistischen (50,9%) wie
chirurgischen (49,1%) Stationen miteinbezogen wurden. Bei den Patienten von
internistischen Stationen fiel auf, dass iiber dic Hilfte der Patienten auf Stationen der
Klinik fiir Gastroenterologie und Endokrinologie und auf Stationen der Klinik fiir
Héamatologie, Onkologie und Immunologie lagen. Die erhohte Patientenzahl von
Stationen der Gastroenterologie ldsst sich damit erkldren, dass Patienten mit
Clostridium difficile teilweise gezielt auf diese Station verlegt wurden. Die erhohte
Patientenzahl von onkologischen Stationen unterstiitzt die Annahme, dass onkologische
Erkrankungen und spezielle onkologische Therapien wie Chemotherapie und Radiatio
Risikofaktoren fiir eine CDI darstellen. Das Risiko, sich mit Clostridium difficile zu
infizieren steigt mit zunehmendem Alter an. In einer Studie von Sunshine und
McDonald (2006) wurde ein erhohtes Risiko einer CDI Erkrankung ab 65 Jahren
beschrieben und Pepin et al. (2005) wiesen eine erhohte Riickfallrate an CDI nach
Metronidazol und Vancomyzin Therapie bei Personen iiber 65 Jahren nach, was unter
anderem an einem niedrigeren Antikorpertiter gegen Toxin A in dieser Altersgruppe
liegt (Kyne et al., 2001). Die Ergebnisse in dieser Studie beziiglich der Altersverteilung
der Patienten entsprachen ebenfalls der Annahme, dass ein Lebensalter dlter 65 Jahre
mit einem steigenden Risiko an CDI zu erkranken einhergeht. So waren von 167

Patienten 110 (64,3%) Patienten iiber 65 Jahre alt.
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5.8 Quantifizierung von Clostridium difficile aus klinischen Umgebungsproben

Infektionen mit nosokomialen Erregern haben in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen. Ein groBes Problem beim Umgang mit nosokomialen Infektionen ist, dass
viele nosokomialen Erreger auf diversen Oberflachen der Patientenumgebung Tage bis
Monate persistieren und auf diesem Wege leicht auf andere Patienten iibertragen
werden konnen. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Kontamination von Oberflichen
durch die Hédnde von Patienten und Personal (Bures et al., 2000; Laborde et al.,1993).
Die Persistenz der Erreger auf Oberflichen wird durch bestimmte Faktoren, wie z.B.
eine niedrige Temperatur von 4-6°C, Nisse und eine hohe Erregerdichte auf der
Oberfliche begiinstigt (Kramer et al., 2006). Eine wichtige Eigenschaft von
Clostridium difficile ist die Fahigkeit zur Sporenbildung. Die Sporen werden von
infizierten Patienten mit dem Stuhl ausgeschieden und koénnen monatelang auf
Oberflichen in der Klinikumgebung persistieren wenn sie nicht mit einem
sporenabtdtenden Desinfektionsmittel entfernt werden. Erschwerend kommt hinzu, dass
die Sporen eine hohe Resistenz gegen Umwelteinfliisse aufweisen und gegen
herkdmmliche alkoholische Desinfektionmittel weitgehend unempfindlich sind. In einer
Studie konnte gezeigt werden, dass die Umgebung von infizierten Patienten stirker mit
Sporen kontaminiert war als die Umgebung von asymptomatischen Trégern (Gerding et
al., 1995). Gerade der hochvirulente Stamm Nap1/027 scheint im Vergleich zu anderen
Clostridium difficile Stimmen deutlich mehr Sporen zu bilden, was zu seiner weiten
Verbreitung beitriagt (Akerlund et al., 2008). In verschiedenen Studien wurde bereits die
Kontamination der Umgebung von Clostridium difficile infizierten Patienten untersucht
(Kaatz et al., 1988; Wilcox et al., 2000; Dubberke et al., 2007). Roberts et al. (2008)
gelang es, Clostridium difficile Sporen aus der Luft zu kultivieren, sie konnten auf diese
Weise 53-426 KBE/m® Luft nachweisen. In den bereits veroffentlichten Studien wurden
die Clostridium difficile-Sporen auf Platten kultiviert und dann iiber PCR-Methoden
identifiziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 531 Umgebungsproben aus
der Umgebung von Patienten des Universitdtsklinikums Marburg abgenommen, die
DNA aus den aufgenommenen Sporen iliber die Phenol-Chloroform Methode extrahiert
und dann mit Hilfe eines Real-time-PCR Assays auf die Anwesenheit von Clostridium
difficile hin getestet. Um zu untersuchen, ob die direkte Umgebung von aktuell
infizierten Patienten stdrker kontaminiert ist als von nicht infizierten Patienten wurden

drei unterschiedliche Patientengruppen untersucht: aktuell infizierte Patienten, nicht
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infizierte Patienten auf Stationen mit Clostridium difficile-Patienten und Patienten von
Stationen auf denen seit 6 Monaten keinen Clostridium difficile-Fall mehr
nachgewiesen worden war. Der zeitliche Abstand von 6 Monaten war insofern
bedeutsam, da davon ausgegangen wird, dass die Sporen maximal 5 Monate in der
Umwelt persistieren (Kim et al., 1981). Es wurden jeweils die Hinde von Patienten und
des Personals sowie Proben von diversen Oberflichen  untersucht. Von den
Umgebungsproben infizierter Patienten waren 43,6% der Proben positiv, unter den
Umgebungsproben Clostridium difficile-negativer Patienten, die mit Clostridium
difficile-infizierten Patienten auf Stationen lagen wurde in 53,5% der Proben
Clostridium difficile detektiert und auf den Stationen, auf denen seit 6 Monaten kein
Clostridium difficile mehr aufgetreten war, konnte in 25,9% der Proben Clostridium
difficile nachgewiesen werden. Der Prozentsatz positiv getesteter Proben aus der
Umgebung infizierter Patienten lag hoher als die publizierten Privalenzen in anderen
Studien. Kaatz et al. (1988) konnten eine Inzidenz von 31% Clostridium difficile in der
Umgebung von CDI Patienten nachweisen, Wilcox et al. (2003) detektierten
Clostridium difficile in 35% der abgenommenen Umgebungsproben. Der Grund fiir den
in der vorliegenden Studie hoheren Prozentsatz positiver Proben lag vermutlich in der
hoheren Sensitivitit der hier eingesetzten Real-time-PCR im Vergleich zum kulturellen
Nachweis. Interessanterweise wurden aus der Umgebung Clostridium difficile-negativer
Patienten die mit CDI-Patienten auf einer Station lagen ein hoherer Prozentsatz an
Proben positiv getestet als aus der Umgebung infizierter Patienten. Ursache konnte sein,
dass die Isolations- und HygienemalBBnahmen nicht strikt genug befolgt wurden und so
die Sporen durch das Personal auf der Station verteilt wurden. Im Gegensatz zu den
Zimmern mit CDI-Patienten erfolgt in den anderen Zimmern der Station keine
sporozide Scheuer-Wisch Desinfektion, wodurch die Sporen sich ansammeln konnen,
zumal wenn eine Station 6fters CDI-Patienten versorgt. Auch asymptomatische Trager
konnen die Ursache sein. Der doch recht hohe Prozentsatz von 25,9% positiven Proben
aus der Umgebung von Patienten von Stationen die seit 6 Monaten keinen CDI Fall
mehr hatten, kann einerseits durch asymptomatische Triger als auch durch Ubertragung
durch das Personal von anderen Stationen erkldrt werden. Beziiglich der gefundenen
Zellzahlen in den Umgebungsproben der drei unterschiedlichen Patientengruppen
konnte gezeigt werden, dass in den Proben vom FuBlboden und der niheren Umgebung
der Clostridium difficile-negativen Patienten von negativen Stationen signifikant

weniger Zellzahlen nachgewiesen wurden als in den entsprechenden Proben der
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Umgebung infizierter Patienten. Geht man davon aus, dass ein Teil der positiv
getesteten Proben aus der Umgebung negativer Patienten negativer Stationen durch
asymptomatische Triger verursacht wurde, war dieses Ergebnis insofern zu erwarten, da
asymptomatische Tridger weniger Sporen ausscheiden als infizierte Personen (Gerding
et al., 1995). Auffallend war das Ergebnis, dass aufler bei den Proben vom FuB3boden
zwischen den Umgebungsproben der infizierten Patienten und den Proben von
negativen Patienten, die mit infizierten Patienten auf einer Station lagen, keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Zellzahlen gefunden wurden. Das bedeutet,
dass die Sporenanzahl auBer auf dem FuBlboden auf der restlichen Station vergleichbar
grof} ist wie im Patientenzimmer selber. Die Konsequenz daraus miisste eigentlich sein,
dass nicht nur das eigentliche Patientenzimmer den besonderen HygienemaBBnahmen
unterzogen werden muss, sondern auch der Rest der Station, da die Sporen anscheinend
in der Zeit von Symptombeginn bis zur Diagnosestellung einer CDI schon auf der
ganzen Station verteilt werden. Die weite Verbreitung der Sporen auf den Stationen
machte zudem deutlich, wie wichtig eine moglichst schnelle Diagnosestellung ist, denn
je spater eine Clostridium difficile-Erkrankung diagnostiziert wird, desto ldnger stellt

der betroffene Patient eine Verbreitungsquelle dar.

5.9 Bedeutung von Hindehygiene und Priaventionsmafinahmen

Um herauszufinden inwiefern sich die verschiedenen Abstrichorte gegenseitig bedingen
und in Zusammenhang stehen, wurde eine Korrelationsanalyse der Zellzahlen der
unterschiedlichen Abstrichorte durchgefiihrt. Auffallend war, dass die Proben von
Hénden des Personals als einzige mit allen andern Abstrichorten korrelierten, was dafiir
spricht, dass Handkontakt der Hauptiibertragungsweg der Sporen darstellt. Auch die
Proben von Patientenhidnden zeigten starke Korrelationen mit anderen Abstrichorten.

Die Probe mit der hochsten gefundenen Zellzahl unter den Umgebungsproben war eine
Probe von der Hand eines Patienten mit einer Zellzahl von 6,1)(104 Zellen/ml. Die
Proben von Hinden des Personals zeigten ebenso erschreckend hohe Kontaminationen
von bis zu 5,3x10* Zellen/ml. Allerdings konnten in manchen Hand-Proben auch gar
keine Sporen nachgewiesen werden. An CDI erkrankte Patienten sind unter anderem
dadurch charakterisiert, dass sie eine grole Anzahl bakterieller Sporen ausscheiden. Die
Sporen persistieren in der Umwelt und kénnen in der Patientenumgebung nachgewiesen

werden (Kaatz et al., 1988; Dubberke et al., 2007). Problematisch ist, dass die Sporen
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von Patient zu Patient iiber direkten Kontakt weitergetragen werden konnen und dass
das fiir die Pflege der CDI-Patienten verantwortliche Pflegepersonal ebenfalls an den
Hinden mit den Sporen kontaminiert ist, wobei die Kontamination der
Pflegepersonalhdnde mit der Kontamination der Umgebung korrelliert (Samore et al.,
1996). Eine effektive Hindehygiene stellt somit eine der wichtigsten MaBBnahmen dar,
um die Ausbreitung nosokomialer Keime zu verhindern (Larson et al., 1998; Nystrom et
al., 1994). Im Falle einer aufgetretenen CDI miissen sowohl das Pflegepersonal als auch
der betroffene Patient strikte Hygieneregeln zu Héndereinigung einhalten. Anders als
bei nicht Sporen bildenden Organismen wird zuerst die Hindedesinfektion mit einem
alkoholischen Desinfektionsmittel und anschlieBend die mechanische Reinigung mit
Wasser und Seife empfohlen, wobei die mechanische Reinigung besonders zur
Sporenentfernung von Bedeutung ist (AWMF-Leitlinien-Register Nr. 029/027). Die
Bettwdsche von an CDI- Erkrankten sollte jeden Tag gewechselt werden, da
angenommen wird, dass die ndhere Umgebung des Patienten besonders mit Sporen
kontaminiert ist. In dieser Arbeit wurde als ndhere Umgebung alle Gegenstinde und
Oberflichen im Umkreis von <Im zum Patient festgelegt. Speziell auf
Baumwolloberflaichen wie Decken und Kissenbeziigen konnte teilweise eine hohe
Sporenanzahl detektiert werden. Die hochste Zellzahl war dabei in einer Probe von der
Bettdecke eines Intensivpatienten mit 2,7x10* Zellen/ml nachgewiesen worden. Zu den
erforderlichen HygienemalBnahmen bei Clostridium difficile-Erkrankungen gehort eine
spezielle FuBboden- und Zimmerreinigung mit einem sporoziden Desinfektionsmittel,
da die herkommlichen nicht Aldehyd-Desinfektionsmittel zur Entfernung der Sporen
ungeeignet sind. Zur Auswahl stehen dazu verschiedene Desinfektionsmittel auf
Aldehydbasis wie zum Beispiel Buraton 10F (Schiilke & Mayr, Norderstedt,
Deutschland). In der vorliegenden Studie wurden die Umgebungsproben vor der
Clostridium difficile-spezifischen Zimmerreinigung abgenommen um eine authentische
Vorstellung von der Sporenverteilung zu bekommen. Anhand der gefundenen
Zellzahlen auf hygienisch relevanten Oberflichen im Patientenzimmer liel sich
feststellen, dass die reguldr durchgefiihrte Standartzimmerreinigung definitiv nicht zur
Sporenentfernung ausreichte. Die hohe Kontamination der unterschiedlichsten
Gegenstidnde und Oberflichen im Patientenzimmer zeigte auBlerdem, dass sich die
Reinigung nicht nur auf das Wischen von FuBlboden und Tisch beschrdanken sollte,
sondern auf alle Gegenstédnde und Oberflichen ausgedehnt werden muss, mit denen der

Patient und das Pflegepersonal in Kontakt kommen.
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6. Tabellen
Tab.8: Positive Stuhlproben

Proben Toxin | Toxin | Binary-
Nr. w/m | Geburtsdatum | Station | Ct-Wert | Zellen/ml Zellen/g Stuhl | A B toxin
1 w | 03.06.1928 331 22,12 | 3,08E+06 |1,23E+09 + + -
2 w | 03.06.1928 331 23,38 |1,45E+06 |5,80E+08 + + -
3 w | 24.05.1921 124 21,84 |3,65E+06 |1,46E+09 + + -
4 w | 03.06.1928 331 21,53 |4,38E+06 | 1,75E+09 + + -
5 m |01.07.1917 137 29,17 |4,50E+04 |1,80E+07 + + -
6 w | 14.05.1932 225 21,07 |5,79E+06 |2,31E+09 + + -
7 m | 16.09.1923 18 22,97 |1,85E+06 |7,39E+08 + + -
8 w |17.01.1932 125 22,98 |[1,84E+06 |7,35E+08 + + -
9 w | 11.08.1926 021 21,22 | 5,29E+06 | 2,12E+09 + + -
10 w | 11.08.1926 021 22,95 |1,88E+06 |7,50E+08 + + -
11 w [ 15.07.1930 221 19,61 1,39E+07 | 5,55E+09 + + -
12 m_ | 30.03.1963 021 30,65 |1,86E+04 |7,44E+06 + + -
13 w |15.07.1930 221 18,15 |[3,33E+07 |1,33E+10 + + -
14 m | 24.01.2002 15 24,57 |7,08E+05 |2,83E+08 + + -
15 m | 29.05.1924 133 22,43 |2,55E+06 |1,02E+09 + + +
16 m | 13.07.1950 331 20,73 |7,09E+06 |2,84E+09 + + -
17 w | 17.03.1978 021 31,54 | 1,09E+04 |4,35E+06 + + -
18 w | 25.04.1930 331 34,84 | 1,50E+03 |6,02E+05 + + -
19 w_ [27.10.1999 15 30,63 |1,88E+04 |7,50E+06 + + -
20 w | 25.04.1930 331 34,20 |2,22E+03 | 8,86E+05 + + -
21 m | 05.04.1921 331 22,38 |2,63E+06 | 1,05E+09 + + -
22 w [22.11.1940 139 33,90 |2,64E+03 |[1,06E+06 + + -
23 m | 20.05.1934 138 28,23 | 7,90E+04 | 3,16E+07 + + -
24 m | 30.05.1936 18 34,43 | 1,92E+03 |7,70E+05 - - -
25 m | 24.08.1937 13 34,96 | 1,40E+03 |5,62E+05 - - -
26 m_|07.02.1953 18 36,73 | 4,86E+02 | 1,95E+05 - - -
27 m | 22.05.1958 138 29,72 | 3,25E+04 |1,30E+07 - - -
28 m | 31.03.1956 331 30,01 | 2,72E+04 | 1,09E+07 - + -
29 m |02.08.1941 138 29,32 | 4,11E+04 | 1,64E+07 + -
30 m |21.12.1949 18 21,56 | 4,31E+06 |1,73E+09 + -
31 w | 30.04.1922 222 27,15 [1,51E+05 |6,04E+07 - + -
32 m | 23.05.1925 021 25,19 |4,88E+05 |1,95E+08 + + -
33 m | 24.08.1937 13 34,76 | 1,58E+03 |6,33E+05 - - -
34 w | 13.06.1969 224 33,29 |3,81E+03 | 1,52E+06 + - -
35 m | 24.08.1937 13 33,89 |[2,67E+03 |[1,07E+06 + - -
36 m_|07.10.1936 13 18,80 |2,25E+07 |9,02E+09 + + -
37 w |22.09.1935 022 22,09 |3,13E+06 |1,25E+09 - - -
38 m 15 24,98 |5,54E+05 |2,22E+08 + + -
39 w | 13.04.1971 223 21,57 |4,27E+06 | 1,71E+09 + + -
40 w | 14.05.1943 CHD 24,42 |7,75E+05 |3,10E+08 + + -
41 w [22.11.1940 139 36,00 |[7,51E+02 |3,00E+05 + + -
42 w | 04.07.1919 137 26,78 | 1,88E+05 |7,54E+07 - + -
43 m_|09.02.1922 124 23,31 1,51E+06 | 6,03E+08 + + -
44 w [22.09.1935 022 23,06 |1,75E+06 |7,00E+08 - - -
45 w | 24.08.1922 136 26,73 [1,94E+05 |7,77E+07 - + -
46 w | 14.05.1943 CHD 22,58 |[2,34E+06 |9,36E+08 + -
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47 m_ | 24.08.1937 13 32,12 | 7,70E+03 | 3,08E+06 - -
48 m_ | 23.05.1925 021 21,73 | 3,90E+06 | 1,56E+09 + +
49 m_ | 10.02.1940 134 29,29 |4,20E+04 |1,68E+07 - -
50 w_ | 10.02.1929 022 25,28 |4,63E+05 |1,85E+08 - +
51 m_|14.12.1933 126 32,63 | 5,66E+03 | 2,26E+06 - -
52 m_ | 04.07.1931 021 24,49 |7,45E+05 |2,98E+08 + +
53 m | 24.08.1937 I3 34,60 |1,74E+03 | 6,95E+05 - -
54 w_ | 14.05.1943 CHD 20,36 | 8,83E+06 | 3,53E+09 +
55 m_ |17.12.1928 122 20,60 |7,67E+06 |3,07E+09 +
56 w | 14.05.1943 CHD 22,95 [1,87E+06 | 7,48E+08 - +
57 m_ | 04.07.1931 021 2547 |4,14E+05 |1,66E+08 - +
58 m | 14.12.1933 223 19,22 | 1,75E+07 | 7,01E+09 + +
59 m_ | 14.12.1933 126 24,21 8,81E+05 |3,53E+08 + +
60 m_ | 02.06.1934 122 20,59 |7,71E+06 | 3,09E+09 + +
61 w_ | 26.05.1934 12 18,32 | 3,00E+07 | 1,20E+10 + +
62 w_ | 28.12.1933 124 24,55 |7,17E+05 |2,87E+08 + +
63 m_ | 09.02.1955 AMCH 20,08 |1,04E+07 |4,18E+09 + +
64 m_ | 26.05.1985 222 32,64 |5,64E+03 |2,26E+06 - -
65 m_ | 07.02.1953 223 20,49 |8,17E+06 | 3,27E+09 + +
66 w_ | 28.12.1933 021 24,16 | 9,06E+05 | 3,62E+08 - +
67 w_ | 14.05.1943 CHD 24,74 |6,42E+05 |2,57E+08 + +
68 w_ | 14.05.1943 CHD 20,40 |8,62E+06 | 3,45E+09 + +
69 m_|01.08.1935 137 22,11 3,10E+06 | 1,24E+09 + +
70 w_ | 25.06.1925 131 23,67 |[1,22E+06 |4,87E+08 + +
71 w_ | 27.10.1999 15 26,27 | 2,57E+05 | 1,03E+08 - +
72 w | 04.07.1919 138 2449 |7,43E+05 |2,97E+08 + +
73 m_|19.06.1938 331 20,73 |7,07E+06 | 2,83E+09 - +
74 w 21.05.1924 11 17,9 3,85E+07 | 1,54E+10 + +
75 w 15.10.1938 225 37,34 | 3,36E+02 | 1,34E+05 - +
76 w 13.06.1959 221 28,445 |6,93E+04 | 2,77E+07 + +
77 m Zahn 19,67 | 1,33E+07 | 5,32E+09 + +
78 w 18.05.1931 225 26,335 |2,46E+05 |9,84E+07 + +
79 m 10.01.1937 236 40,00 [6,83E+01 |2,73E+04 + +
80 w 07.08.2000 041 19, 935 | 1,14E+07 | 4,56E+09 + +
81 w 22.08.1923 139 25,13 [ 5,06E+05 |2,02E+08 + +
82 m 30.08.1987 I3 28,8 5,62E+04 | 2,24E+07 - +
83 m 08.02.1945 14 24, 1 9,39E+05 | 3,97E+08 + +
84 w 05.09.1983 022 28,705 | 5,96E+04 | 2,38E+07 - +
85 m 21.02.1925 021 16,63 |8,40E+07 |3,22E+10 + +
86 m 07.09.1956 223 19,185 | 1,78E+07 | 7,12E+09 + +
87 w 11 15,66 |1,48E+08 |5,92E+10 + +
88 w 05.09.1983 022 28,46 |6,88E+04 |2,72E+07 + +
89 m 07.09.1956 223 19,79 |1,24E+07 | 4,96E+09 + +
90 w 05.09.1983 022 31,45 |1,15E+04 | 4,60E+06 - +
91 m 17.02.1931 135 19,42 |1,55E+07 |6,20E+09 +
92 w 31.05.1920 Geriatrie | 20, 365 | 8,80E+06 | 3,52E+09 +
93 m 04.12.1938 122 21,2 5,34E+06 | 2,13E+09 + +
94 w 30.03.1930 021 20, 505 | 8,09E+06 | 3,23E+09 + +
95 w 27.08.1934 138 26,09 |2,85E+05 |1,14E+08 - +
96 w 06.05.1928 225 16, 125 | 1,12E+08 | 4,48E+10 + +
97 w 29.04.1922 I3 18,39 |2,87E+07 | 1,15E+10 + +
98 w 08.11.1937 021 17,32 | 546E+07 | 9,84E+09 + +
99 m 06.09.1921 022 17,685 | 4,38E+07 | 1,75E+10 + +
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100 w 20.01.1930 13 26, 145 | 1,91E+01 | 7,64E+03 + +
101 w 27.08.1934 138 29,38 |3,97E+04 | 1,59E+07 - +
102 w 13.03.1933 137 21,30 |5,03E+06 |2,01E+09 + +
103 w 21.11.1929 222 22,93 |1,89E+06 | 7,56E+08 + +
104 m 02.12.1919 11 15,44 |1,68E+08 |6,72E+10 + +
105 w 22.08.1923 Gyn 27,335 | 1,35E+05 | 5,40E+07 + +
106 m 02.12.1919 1 15,54 |1,59E+08 |6,36E+10 + +
107 w 18.05.1911 021 16,08 |1,15E+08 |4,60E+10 + +
108 w 25.01.1927 021 20, 435 | 8,44E+06 | 3,38E+09 + +
109 w 18.05.1911 021 17,47 |4,99E+07 |1,97E+10 + +
110 w 06.11.1948 224 29,35 [4,04E+04 |1,62E+07 - +
111 w 06.11.1948 224 28,75 |5,79E+04 |2,32E+07 - +
112 m 06.09.1921 022 17,605 | 4,60E+07 | 1,84E+10 + +
113 w 06.11.1948 224 29,4 3,92E+04 | 1,57E+07 - +
114 m 20.05.1926 133 17,87 |3,92E+07 | 1,57E+10 +
115 w 06.11.1952 139 24,91 |5,78E+05 |2,31E+08 +
116 w 06.11.1952 139 24,85 |5,99E+05 |2,34E+08 - +
117 m 30.05.1929 225 21,665 | 4,04E+06 | 1,62E+09 +
118 m 21.11.1932 222 17,27 |5,62E+07 | 2,25E+10 + +
119 w 13.01.1941 224 19,56 |1,43E+07 | 5,72E+09 - +
120 w 24.12.1919 18 22,22 |2,90E+06 |1,16E+09 + +
121 w 06.05.1928 225 20, 045 | 1,07E+07 | 4,28E+09 + +
122 w 13.01.1941 224 19, 135 | 1,84E+07 | 7,36E+09 + +
123 w 13.01.1941 224 20,13 [1,01E+07 | 4,04E+09 - +
124 m 04.06.1953 14 27,695 | 1,09E+05 | 4,36E+07 - +
125 w 03.04.1925 022 29,5 3,69E+04 | 1,48E+07 - +
126 m 26.09.1950 224 21,37 |4,82E+06 | 1,93E+09 + +
127 m 17.10.1936 022 20,48 |8,21E+06 | 3,28E+09 + +
128 w 05.01.1931 022 18,325 | 2,99E+07 | 1,19E+10 + +
129 w 28.09.1977 224 27,125 | 6,13E+07 | 2,45E+10 - -
130 m 19.12.1935 Derma |14,63 |2,74E+08 |1,09E+11 + +
131 m 17.02.1931 135 15,7 1,44E+08 |5,76E+10 - -
132 w 20.09.1921 022 27,405 | 1,30E+05 | 5,20E+07 -

133 m 21.11.1932 222 23,315 | 1,60E+06 | 6,00E+08 - +
134 m 14.06.1940 135 27,39 |1,31E+05 |5,24E+08 - -
135 m 19.02.1918 021 26,03 |2,95E+05 |1,18E+08 - +
136 m 16.11.1925 133 21,18 |540E+06 |2,16E+09 +
137 w 30.11.1920 225 15,91 [1,27E+08 |5,08E+10 +
138 m 26.09.1950 224 30,78 |1,71E+04 |6,84E+07 - +
139 m 24.04.1952 1 32, 465 | 6,25E+03 | 2,50E+06 - +
140 m 06.09.1921 022 19,13 |1,84E+07 |7,36E+09 + +
141 m 17.10.1936 022 21,82 |3,68E+06 | 1,47E+09 - +
142 w 30.03.1930 126 30,395 | 2,16E+04 | 8,64E+07 - +
143 m 22.05.1938 134 22,66 |2,22E+06 | 8.88E+08 + -
144 w 10.06.1944 15 18,405 | 2,85E+07 | 1,14E+10 + +
145 w 27.08.1923 331 20, 335 | 8,96E+06 | 3,58E+09 + +
146 m 17.10.1936 22 17,775 | 4,15E+07 | 1,66E+10 + +
147 m 19.02.1939 331 33,03 |4,45E+03 | 1,78E+06 - -
148 w 24.10.1936 122 33,68 |3,02E+03 |1,21E+06 - -
149 w 27.08.1923 331 18, 505 | 2,68E+07 | 1,07E+10 + +
150 m 04.09.1954 135 17,33 |542E+07 | 2,17E+10 + +
151 m 03.10.1919 235 17,645 |4,49E+07 |1,78E+10 + +
152 w 05.01.1931 CHD 18,685 | 2,41E+07 | 9,64E+09 + +
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153 m 03.10.1919 235 20,68 |7,29E+06 |2,92E+09 + -
154 w 14.07.1913 Geriatrie | 17,535 | 4,80E+07 | 1,92E+10 + -
155 w 01.12.1922 235 22,1 3,11E+06 | 1,24E+09 + -
156 w 10.07.1974 235 33,585 | 3,19E+03 | 1,28E+06 + - -
157 w 01.12.1922 235 23,15 |1,66E+06 |6,64E+09 + + -
158 w 08.11.1937 021 15,58 |1,55E+08 |6,20E+10 - - -
159 w 15.10.1938 331 20,415 | 8,54E+06 | 3,42E+09 + + +
160 m 30.03.1936 223 25,88 |3,23E+05 |1,29E+08 + - -
161 w 24.05.1944 125 18,86 |2,17E+07 |8,68E+09 + + -

Tab.9: Negative Stuhlproben
Proben Ct- Toxin | Toxin | Binary
Nr. w/m | Geburtsdatum | Station | Wert Zellen/ml Zellen/g Stuhl A B toxin
1 m 30.08.1932 225 26,88 |1,77E+05 |7,08E+07 - - -
2 w 02.03.1927 138 22,11 |3,09E+06 |1,24E+09 + + +
3 w 18.05.1911 122 35,625 | 9,40E+02 | 3,76E+05 - - -
4 w 12.03.1945 224 34,18 |2,24E+03 | 8,96E+05 - - -
5 m 12.03.1945 AMCH 33,52 |3,32E+03 | 1,33E+06 - - -
6 w 08.11.1937 021 22,81 |2,03E+06 |8,12E+09 + + -
7 w 26.01.1938 DI 37,49 |3,08E+02 |1,23E+05 - - -
8 w 26.08.1982 15 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
9 w 08.01.1922 021 22,62 |2,28E+06 | 9,12E+09 - - -
10 m 02.07.1941 135 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
11 w 05.04.1922 DI 334 3,57E+03 | 1,43E+06 - - -
12 m 25.10.1987 PULT 20,415 | 8,54E+06 | 3,42E+09 + + -
13 m 18.03.1957 PUKL 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
14 m 23..1941 022 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
15 w 21.01.1924 022 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
16 w 08.01.1922 021 22,354 | 2,69E+06 | 1,08E+09 - - -
17 w 28.05.1944 022 36,03 |7,38E+02 | 2,95E+05 - - -
18 m 05.03.1938 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
19 m 05.03.1938 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
20 m 19.12.1935 DERF 32,12 |7,68E+03 |3,07E+06 - - -
21 w 28.11.1936 022 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
22 w 28.11.1936 022 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
23 w 03.06.1926 222 39,02 |1,23E+02 |4,92E+04 - - -
24 m 09.08.1959 PUKL 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
25 m 09.08.1959 PUKL 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
26 m 01.11.1983 DERf 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
27 m 13.02.1950 124 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
28 m 02.11.1989 PUKL 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
29 m 05.03.1938 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
30 w 18.08.2006 00 7NI 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
31 w 17.05.1925 DI 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
32 w 16.09.1964 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
33 w 06.04.1960 331 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
34 w 26.09.1942 224 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
35 w 23.06.1934 225 35,585 | 9,63E+02 | 3,85E+05 - - -
36 w 26.09.1942 224 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
37 m 12.05.1945 225 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
38 w 26.09.1942 224 40 6,83E+01 | 2,73E+04 - - -
39 m 19.02.1985 021 34,92 |1,43E+03 |5,72E+05 - - -
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40 m 12.04.1927 DI 24,21 |8,79E+05 | 3,51E+09
41 m 19.02.1985 021 36,45 |5,74E+02 |2,29E+05
42 m 26.09.1950 224 29,31 |4,14E+04 | 1,66E+07
43 m 26.09.1950 224 30,41 |2,14E+04 | 8,56E+06
44 m 05.11.1939 133 40 6,83E+01 | 2,73E+04
45 m 21.02.1925 021 32,37 |6,61E+03 | 2,73E+04
46 m 31.12.1945 225 36,575 | 5,32E+02 | 2,13E+05
47 m 28.05.1933 DIAW 40 6,83E+01 | 2,73E+04
48 w 08.05.1918 DIAW 40 6,83E+01 | 2,73E+04
49 m 24.02.1921 133 40 6,83E+01 | 2,73E+04
50 m 07.06.1976 224 40 6,83E+01 | 2,73E+04
51 m 12.11.1945 133 40 6,83E+01 | 2,73E+04
52 m 03.07.1965 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04
53 w 06.04.1960 331 40 6,83E+01 | 2,73E+04
54 m 04.07.1930 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04
55 m 02.02.1942 021 37,27 |3,51E+02 |1,40E+05
56 m 02.02.1942 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04
57 m 19.01.1968 224 40 6,83E+01 | 2,73E+04
58 m 10.03.1954 137 27,13 |1,53E+05 |6,12E+07
59 w 16.06.1957 331 40 6,83E+01 | 2,73E+04
60 w 16.06.1957 331 35,83 |8,32E+02 | 3,32E+05
61 w 02.11.1952 133 40 6,83E+01 | 2,73E+04
62 m 30.11.1939 15 40 6,83E+01 | 2,73E+04
63 w 19.04.1932 021 40 6,83E+01 | 2,73E+04
64 m 20.05.1926 133 30,155 | 2,49E+04 | 9,96E+06
65 w 18.12.1940 139 40 6,83E+01 | 2,73E+04
66 w 18.12.1940 139 40 6,83E+01 | 2,73E+04
67 m 21.11.1952 222 33,834 | 2,75E+03 | 1,10E+06
68 m 11.01.1950 18 40 6,83E+01 | 2,73E+04
69 w 18.12.1940 139 40 6,83E+01 | 2,73E+04
70 w 21.05.1924 I3 23,265 | 1,55E+06 | 6,20E+09
71 w 225 40 6,83E+01 | 2,73E+04
72 m 02.02.1942 021 35,138 | 1,23E+03 | 4,92E+05
73 m 04.06.1965 225 40 6,83E+01 | 2,73E+04
74 w 225 40 6,83E+01 | 2,73E+04
75 225 40 6,83E+01 | 2,73E+04
76 m 01.06.1962 021 28,695 | 5,98E+04 | 2,39E+07
77 w 03.07.1925 331 40 6,83E+01 | 2,73E+04
78 m 01.06.1962 021 28,2 8,05E+04 | 3,22E+07
79 w 14.02.1973 224 40 6,83E+01 | 2,73E+04
80 m 23.03.1943 134 40 6,83E+01 | 2,73E+04
81 m 05.01.1925 138 23,855 | 1,09E+06 | 4,36E+08
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Tab.10: Umgebungsproben

Stationstyp: 0 = Chirurgie
1 = Innere Medizin

2 = Intensivstation

Status: 0 = Positiv getesteter Patient
1 = Negative Patienten die mit einem Positivem Patienten auf einer Station
liegen
2 = Negative Patienten auf Stationen auf denen seit 6 Monaten kein
Clostridium difficile mehr nachgewiesen wurde
Stations- | Stations- Patienten- | Personal- | N&h. Entf.
id | Nr. Typ Status | FuRboden | Hénde Hande Umgeb. Umgeb.
1 1225 0 0 4.75E+04 | 5,83E+03 | 1,22E+04 | 1,20E+04 |7,28E+03
1 1225 0 0 3,63E+03 | 4,22E+03
1 1225 0 0 2,31E+04
1 1225 2,04E+04
2 |225 0 0 1,96E+04 6,83E+01 | 6,83E+01
2 225 0 0 4,22E+03 | 6,83E+01
3 126 0 0 2,29E+04 1,83E+04 | 1,65E+04
3 [126 0 0 1,85E+04 | 5,79E+04
4 1126 0 0 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01
4 1126 0 0 6,83E+01 | 6,83E+01
4 1126 0 0 6,83E+01
4 1126 0 0 6,83E+01
4 1126 0 0 6,83E+01
5 1125 0 0 6,83E+01 | 6,83E+01 | 1,29E+03 | 6,83E+01
5 |125 0 0 8,27E+02 6,83E+01
5 1125 0 0 6,04E+03
6 125 0 0 6,51E+03 | 6,83E+01 | 6,83E+01 | 1,30E+03 | 2,06E+03
6 125 0 0 1,23E+03 3,97E+03
6 |125 0 0 1,83E+03
7 1226 0 0 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01
7 226 0 0 6,83E+01
8 [138 0 0 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01
8 |138 0 0 6,83E+01
8 |138 0 0 6,83E+01
8 |138 0 0 6,83E+01
8 138 0 0 6,83E+01
8 138 0 0 6,83E+01
8 |138 0 0 6,83E+01
8 |138 0 0 6,83E+01
9 |139 0 0 3,74E+04 | 6,09E+04 | 5,43E+03
9 1139 0 0 6,00E+04 6,53E+03
9 [139 0 0 6,50E+02
10134 0 0 6,83E+01 6,83E+01
10134 0 0 6,83E+01
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111235 0 0 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01
111235 0 0 6,83E+01
111235 0 0 6,83E+01
111235 0 0 8,87E+03
111235 0 0 1,65E+04
12112 2 0 6,83E+01 | 5,90E+03 |6,83E+01 | 6,83E+01
12112 2 0 6,83E+01 | 6,83E+01
1212 2 0 6,83E+01 | 6,83E+01
1312 2 0 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01
1312 2 0 6,83E+01 6,83E+01

13112 2 0 6,83E+01

13112 2 0 6,83E+01

14|12 2 0 5,40E+02

14|12 2 0 6,83E+01

14112 2 0 6,83E+01

15|14 2 0 4,28E+02 | 6,83E+01 2,66E+04 | 6,83E+01
15|14 2 0 3,92E+04
1514 2 0 8,20E+03
15114 2 0 6,83E+01
16|15 2 0 1,46E+03 | 7,34E+03 6,83E+01 | 2,37E+03
16 | 15 2 0 6,83E+01 | 6,39E+02
16 | 15 2 0 6,83E+01
16|15 2 0 6,83E+01
171124 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01 | 3,63E+03 | 6,83E+01
17 1124 1 0 4,08E+03 |6,83E+01 | 3,76E+03
181124 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01

191124 1 0 5,16E+02

20022 1 0 6,83E+01 1,60E+04 | 5,63E+02
20022 1 0 5,42E+04

21022 1 0 6,83E+01
211022 1 0 6,83E+01
221021 1 0 6,83E+01
23|01 1 0 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01
23|01 1 0 6,83E+01 | 4,53E+02
23021 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01
23021 1 0 5,18E+02
241021 1 0 6,83E+01

25022 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01
25022 1 0 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01
251022 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01
251022 1 0 6,83E+01

251022 1 0 6,83E+01

25022 1 0 6,83E+01

25022 1 0 6,11E+02

26022 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01
26022 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01
26022 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01
26022 1 0 6,83E+01

26022 1 0 6,83E+01

271021 1 0 6,83E+01 2,02E+02 | 6,83E+01
271021 1 0 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01
271021 1 0 6,83E+01 6,83E+01

281123 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01 |6,83E+01 | 6,83E+01
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281123 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01 | 9,92E+02
28 1123 1 0 6,83E+01 | 6,83E+01

29331 1 0 6,83E+01 | 5,18E+02 6,83E+01
30122 1 0 4,86E+03 | 2,26E+03 | 3,90E+03 | 6,83E+01
30122 1 0 1,87E+03
31| CHD 1 0 2,91E+03 1,18E+03 | 1,53E+03
31| CHD 1 0 5,26E+04 5,28E+03
31| CHD 1 0 6,83E+01
31| CHD 1 0 6,29E+02
32223 1 0 1,60E+04 |5,29E+04 | 6,83E+01 |6,83E+01 | 6,83E+01
32223 1 0 6,83E+01 | 3,86E+03 |6,83E+01 | 2,68E+04
32223 1 0 1,95E+03 | 1,14E+03
32223 1 0 6,83E+01
3312 2 1 6,83E+01 6,83E+01 | 2,02E+03
3312 2 1 4,78E+04
3412 2 1 6,83E+01 | 6,83E+01 | 2,74E+03 | 6,83E+01

3412 2 1 2,46E+03 |2,28E+03 | 2,58E+03 | 6,83E+01

3412 2 1 2,60E+03 |1,66E+03 | 6,83E+01 | 1,25E+03

3412 2 1 3,98E+03 6,83E+01

3412 2 1 6,83E+01

351039 0 1 6,83E+01 | 6,83E+01 8,17E+02 | 6,83E+01
351039 0 1 1,79E+03 | 6,83E+01 6,83E+01 | 1,95E+03
351039 0 1 9,04E+02 | 3,63E+03 1,14E+03 | 6,83E+01
351039 0 1 7,03E+02 | 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01
35039 0 1 1,16E+04 | 2,04E+03 6,83E+01 | 1,04E+03
351039 0 1 6,83E+01 3,33E+03 | 1,73E+03
351039 0 1 1,30E+03 | 2,39E+03
351039 0 1 1,27E+03 | 1,64E+03
351039 0 1 1,68E+03 | 1,63E+03
35039 0 1 6,83E+01 | 6,83E+01
351039 0 1 6,83E+01 | 6,83E+01
351039 0 1 2,08E+03 |8,76E+03
351039 0 1 1,82E+03 | 3,63E+03
35039 0 1 1,30E+03 | 6,83E+01
35039 0 1 3,65E+03 | 2,14E+03
351039 0 1 3,73E+03 | 1,20E+03
351039 0 1 6,83E+01
351039 0 1 6,83E+01
35039 0 1 2,01E+03
35039 0 1 6,83E+01
35039 0 1 5,22E+03
351039 0 1 4,36E+03
36 | 137 0 1 1,81E+03 | 6,83E+01 | 8,22E+02 |2,79E+03 | 1,19E+03
36 | 137 0 1 2,46E+02 | 5,87E+03
36 | 137 0 1 1,25E+03
371235 0 1 4,56E+03 1,61E+04
38 | 225 0 1 6,83E+01 6,83E+01
38 | 225 0 1

38 | 225 0 1

391125 0 1 2,32E+03 | 6,83E+01
391125 0 1 1,90E+03
391125 0 1 4,00E+03
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39139 0 1 6,83E+01 1,21E+03 | 6,83E+01 | 1,88E+03

391139 0 1 6,83E+01 1,97E+03 | 4,16E+03 | 1,21E+03

391139 0 1 6,83E+01 1,88E+03 3,70E+03

39139 0 1 1,91E+03 2,98E+03

39139 0 1 1,52E+03

39139 0 1 1,72E+03

40124 1 1 8,35E+03 | 6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
40124 1 1 6,83E+01 6,83E+01
411122 1 1

42 | CHD 1 1

43 | 223 1 1 9,25E+03 6,83E+01 6,83E+01
43 | 223 1 1 6,80E+02 6,83E+01

43| 223 1 1 7,88E+02

44 114 2 1 6,83E+01 | 4,62E+02 |7,42E+02 6,83E+01
45115 2 1 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
45|15 2 1 6,83E+01 6,83E+01
45115 2 1 4, 26E+02
46 | 224 1 1 4,17E+03 | 9,60E+02 |6,83E+01 |1,17E+03 |2,54E+03
46 | 224 1 1 6,83E+01 6,83E+01 | 6,83E+01 |6,83E+01 2,21E+03
46 | 224 1 1 6,83E+01 1,92E+03
46 | 224 1 1 3,24E+03 | 6,83E+01
46 | 224 1 1 1,41E+03
46 | 224 1 1 6,18E+02
46 | 224 1 1 3,14E+03
46 | 224 1 1 3,01E+02
46 | 224 1 1 1,03E+03
46 | 224 1 1 2,50E+03
46| 224 1 1 1,53E+03
46 | 224 1 1 6,83E+01
471021 1 1 8,22E+02 | 1,35E+03 |6,83E+01 6,83E+01
471021 1 1 6,83E+01 | 4,38E+02 6,83E+01
471021 1 1 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01
471021 1 1 6,83E+01 | 7,88E+02 4,09E+02
471021 1 1 5,34E+02 | 6,83E+01

471021 1 1 6,83E+01 | 7,16E+02

471021 1 1 3,22E+03

471021 1 1 6,83E+01

48 | 237 0 2 6,83E+01 6,83E+01 6,83E+01 6,83E+01
48 | 237 0 2 6,83E+01 6,83E+01
48 | 237 0 2 6,83E+01
48 | 237 0 2 6,83E+01
49 | 238 0 2 4 81E+03 |8,82E+03 |6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
49 | 238 0 2 3,50E+03 6,83E+01 6,83E+01
49 | 238 0 2 6,08E+03
49 | 238 0 2 5,46E+03
50131 0 2 1,99E+02 1,77E+03 6,83E+01 6,83E+01
50131 0 2 6,83E+01 6,83E+01 6,83E+01 1,17E+03
50131 0 2 6,83E+01 6,83E+01
501|131 0 2 6,83E+01 6,83E+01
501|131 0 2 7,40E+02

50131 0 2 6,83E+01

51129 0 2 6,83E+01 6,57E+03 | 6,83E+01 | 1,80E+03 9,10E+02
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511129 0 2 2,14E+03 |6,83E+01 |6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
511129 0 2 2,05E+03 |6,83E+01
51129 0 2 6,83E+01 | 6,83E+01
511129 0 2 6,83E+01 | 6,83E+01
511129 0 2 6,83E+01 | 6,96E+03
511129 0 2 6,83E+01
511129 0 2 6,83E+01
51129 0 2 6,83E+01
521142 0 2 9,60E+02 |4,11E+03 | 2,73E+02 |6,83E+01 6,83E+01
521|142 0 2 2,96E+03 |6,83E+01 |6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
52142 0 2 1,80E+03 | 6,83E+01
52142 0 2 6,83E+01 | 6,83E+01
52| 142 0 2 6,83E+01 | 5,06E+03
521142 0 2 4,67E+03
521|142 0 2 6,64E+02
52142 0 2 9,26E+02
52142 0 2 9,22E+01
52| 142 0 2 6,83E+01
53|16 2 2 2,12E+03 |6,83E+01 |6,83E+01 |2,25E+03 |1,02E+03
53|16 2 2 6,83E+01 |4,55E+03 |2,10E+03 |4,58E+02 |1,48E+03
53|16 2 2 6,83E+01 1,14E+03
53|16 2 2 1,70E+03 | 8,32E+02
53|16 2 2 6,83E+01
53|16 2 2 1,90E+03
53|16 2 2 6,83E+01
53|16 2 2 6,83E+01
53|16 2 2 6,83E+01
54 | Kreisssaal | 0 2 5,27E+02 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01
54 | Kreisssaal | 0 2 6,83E+01 6,83E+01
54 | Kreisssaal | 0 2 6,83E+01
54 | Kreisssaal | 0 2 3,84E+02
54 | Kreisssaal | 0 2 6,83E+01
54 | Kreisssaal | 0 2 6,83E+01
55|042 1 2 3,66E+02 |1,01E+03 | 6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
55/042 1 2 1,35E+03 | 1,95E+03
55/042 1 2 6,83E+01
55|042 1 2 6,83E+01
56021 1 2 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 6,83E+01
56 |0 21 1 2 6,83E+01 6,83E+01
56021 1 2 6,83E+01

5718 2 2 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
57|18 2 2 6,83E+01 6,83E+01

57 |18 2 2 6,83E+01 1,29E+03

57 |18 2 2 6,83E+01

57 | 223 1 2 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
57 | 223 1 2 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01

57 223 1 2 6,83E+01 6,83E+01

57 223 1 2 6,83E+01

581|222 1 2 1,76E+03 | 1,62E+03 | 6,83E+01 |6,83E+01 6,83E+01
58222 1 2 1,96E+03 | 7,79E+02 | 2,66E+02

58222 1 2 6,83E+01 6,83E+01

581|222 1 2 6,83E+01

581|222 1 2 6,83E+01
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591221 1 2 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01 | 6,83E+01
591221 1 2 1,29E+03 | 6,83E+01 | 6,83E+01
591221 1 2 6,83E+01 6,83E+01
591221 1 2 6,83E+01
59221 1 2 9,83E+02
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Abb. 5: Konventionelle PCR der im ELISA positiv getesteten Stuhlproben nach
Binarytoxin (cdtA). Gelbeladung von links nach rechts: 1: Positivkontrolle, 2:
Negativkontrolle, 3-11: Probe 107-116

Abb. 6: Konventionelle PCR der im ELISA positiv getesteten Stuhlproben nach

Binarytoxin (cdtB). Gelbeladung von links nach rechts: 1: Positivkontrolle, 2:
Negativkontrolle, 3-11: Probe 107-116
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Abb.7: Konventionelle PCR der im ELISA positiv getesteten Stuhlproben nach Toxin
A. Gelbeladung von links nach rechts: 1: Negativkontrolle, 2: Positivkontrolle, 3-11:
Probe 34- 42
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Abb.8: Konventionelle PCR der im ELISA positiv getesteten Stuhlproben nach Toxin
B: Gelbeladung von links nach rechts: 1: Negativkontrolle, 2: Positivkontrolle, 3-11:
Probe 64-72
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Abb. 9: Verwendete Marker: Links: 100 Basenpaar Marker
Rechts: 50 Basenpaar Marker
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