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ZUSAMMENFASSUNG
Inzidenz von Clostridium difficile an einem Universitatsklinikum und Untersuchungen zum

Nachweis von C. difficile in der Krankenhausumgebung

von Glinther, Andreas

Clostridium  difficile ist der haufigste Erreger nosokomial erworbener, Antibiotika- assoziierter
Durchfallerkrankungen und haufigster Ausléser der pseudomembrandsen Enterokolitis. Daneben berichten einige
Lander Uber eine steigende Inzidenz von C. difficile assoziierten Diarrhoen in der Allgemeinbevolkerung. Die
vorliegende Arbeit untersucht deshalb retrospektiv die Fallzahl und Inzidenzdichte von C. difficile bei Patienten am
Universitatsklinikum Minster in den Jahren 2007 und 2008 unter Nutzung von mikrobiologischen Labordaten. In
diesem Zeitraum werden insgesamt n=536 Falle von C. difficile Nachweisen aus Stuhlproben festgestellt. Die
Inzidenzdichte betrégt somit 0,66/1.000 Patiententage in 2007 und 0,61/1.000 Patiententage in 2008. In 2007 sind
21% der Falle ambulant und 79% nosokomial erworben (Nachweis aus >48h nach Krankenhausaufnahme
gewonnenem Material); fiir 2008 gibt es 70% nosokomiale und 30% ambulante Félle. Das durchschnittliche Alter
der Patienten betragt 45,45 Jahre. 47% der Patienten sind weiblichen Geschlechts. 48% der Patienten mit C. difficile
Nachweis werden in der Inneren Abteilung, 17% in der Intensivmedizin, 11% in chirurgischen Kliniken, 15% in

anderen operativen Abteilungen und 10% in anderen konservativen Bereichen behandelt.

Vor dem Hintergrund der nosokomialen Morbiditdit der Patienten und den damit verbundenen
gesundheitsékonomischen Kosten (erhéhte Krankenhausliegedauer) kommt der Pravention C. difficile assoziierter
Erkrankungen eine wichtige Bedeutung zu. Praventive MaBnahmen umfassen die Kontaktisolation von Patienten,
sowie die konsequente Umsetzung Hande- und Flachenhygienischer MalRnahmen. Aus krankenhaushygienischer
Sicht ist deshalb der Nachweis von C. difficile in der Krankenhausumgebung ein Surrogatmarker fir die Umsetzung
und  Effektivitit von  PrdaventionsmaRnahmen. In der vorliegenden Arbeit werden deshalb
Umgebungsuntersuchungen zum Nachweis von C. difficile auf verschiedenen transmissionsrelevanten Oberflachen
in Patientenzimmern des UKM durchgefiihrt. Insgesamt wurden n=240 Proben von definierten Stellen aus
Patientenzimmern in denen n=60 Patienten mit C. difficile Nachweis untergebracht waren, untersucht. Parallel
wurde eine dquivalente Zahl (n=240) von gleichartig gewonnenen Umweltproben aus Patientenzimmern
untersucht, in denen keine Patienten mit Diarrhoe oder C. difficile Nachweis versorgt wurden. C. difficile wurde

dabei in n=2 Proben nachgewiesen; in n=4 Proben wurde C. perfringens gefunden, in n=1 Probe C. barati.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine stabile Inzidenz von C. difficile Fallen am UKM in den Jahren
2007 und 2008. Die Inzidenzdichte entspricht den im Rahmen nationaler Surveillancedaten erhobenen Werten. Die

Ergebnisse der Umgebungsuntersuchungen weisen auf eine Effektivitdt der Praventivmalnahmen hin.

Tag der miindlichen Priifung: 09.12.2010
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Einleitung

1 Einleitung

Clostridium difficile (C. difficile), eine Spezies der Gattung Clostridium (Familie Bacillaceae), ist
ein obligat anaerob wachsendes, aerotolerantes, sporenbildendes gram-positives
Stabchenbakterium. Sein natlirliches Habitat ist der Darm von Mensch und Tier, es kann aber

auch im Erdboden und in Gewassern nachgewiesen werden.

C. difficile ist die Hauptursache fir Antibiotika- assoziierte Erkrankungen (CDAD) sowie

nosokomial erworbene Diarrhoen [42] [39] [13].

Bei etwa 3% der gesunden Erwachsenen kommt C. difficile als Kommensale in der Kolonflora
vor, ohne dass eine obligat pathogene Bedeutung bestiinde [3] [11] [79]. Allerdings ist C.
difficile eine der wichtigsten Ursachen fiir nosokomial erworbene, Antibiotika-assoziierte
Durchfallerkrankungen und verantwortlich flir nahezu alle Falle von pseudomembrandser
Kolitis [11] [33] [47] [60] [95]. Neben endogenen Infektionen durch Vermehrung des Erregers
unter Nutzung eines Selektionsvorteils gegeniiber den anderen Darmkommensalen wahrend
einer antimikrobiellen Therapie, spielen nach neueren Erkenntnissen orale Infektionen mit
Sporen die entscheidende Rolle in der Pathogenese der toxinbedingten C. difficile assoziierten

Diarrhoe (CDAD).

Abhdngig vom  Vorhandensein  von Risikofaktoren = wie  der  Dauer des
Krankenhausaufenthaltes, Alter des Patienten, Schwere der Grunderkrankung und
Antibiotikatherapie steigt die C. difficile- Kolonisationsrate bei hospitalisierten Patienten auf
16% bis 35% [12] [29] [59] [61]. Die Kolonisation wird durch die Elimination der anderen
physiologischen Keime in der Darmflora infolge von Antibiotikatherapie, invasiven
chirurgischen Eingriffen, Tumoren oder Immunsuppression eines vorgeschadigten Organismus
gefordert. Am hdaufigsten werden die Erkrankungen nach oraler Gabe von Clindamycin,

Ampicillin, Fluorochinolonen und Cephalosporinen beobachtet [71] [98].

Wahrend die Mehrzahl der bei Aufnahme mit C. difficile besiedelten Patienten
asymptomatisch bleibt, entwickeln 15% bis 71% derer, die im Krankenhaus den Erreger
erwerben, eine symptomatische CDAD [61]. C. difficile kann von mindestens 12% bis 30 % aller
Patienten mit Antibiotika- assoziierter Diarrhoe, von 50% bis 70% der Patienten mit
Antibiotika- assoziierter Kolitis und von Uber 90% der Patienten mit pseudomembrandser

Kolitis isoliert werden [40] [12] [29].
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Die Latenzzeit bis zum Auftreten von Symptomen betradgt in der Regel vier bis zehn Tage ab
Beginn der antibiotischen Behandlung. Das C. difficile assoziierte Erkrankungsspektrum reicht
von milder Diarrhoe bis zur fulminanten Kolitis mit einem schweren Krankheitsverlauf,
vermehrten Komplikationsraten und erhdhter 30 Tage- Mortalitdt von bis zu 7% [55]. Neben
den Diarrhoen und abdominellen Schmerzen und Kolitiden kénnen dem bedrohlichen
Krankheitsbild auch Fieber, Schock und ein toxisches Megakolon hinzutreten [59] [66]. Die
Letalitat der CDAD belduft sich auf 1% bis 2%, steigt jedoch auf 6% bis 30% bei nachgewiesener

pseudomembrandser Kolitis [12] [77].

Die Behandlung erfolgt, sofern klinisch vertretbar, moglichst nach Absetzen der auslésenden
Antibiotika, mit Vancomycin (p.o.) oder Metronidazol (p.o.) bzw. mit Metronidazol (i.v.). Eine
Besserung ist nach drei bis zehn Tagen zu erwarten, allerdings gibt es bei 10- 20% der Falle

Rezidive [9] [11] [47].

Als Therapiealternativen zu Vancomycin bzw. Metronidazol kénnen Praparate aus der Gruppe

der Nitrazonamide verwendet werden [63].

Allerdings wird auch von Resistenzen berichtet. So beweisen Razavi et al., dass bereits jetzt
resistente Clostridien Stamme gegen Fluorchinolone (Gyrasehemmer) der dritten Generation
(z.B. Moxifloxacin) auftreten, die besonders hypervirulente Eigenschaften mit Bildung des
Toxin c aufweisen und dadurch die Zahlen zu Morbiditat, Mortalitdt und den damit assoziierten

Kosten erhéhten [71].

Wichtig bleibt zu dem allerdings, notwendige Antibiotika- Therapien von Zeitdauer und
verabreichter Menge / Dosis zu optimieren, dass CDAD durch antibiotische Wirkmechanismen

nicht zusatzlich getriggert zum Ausbruch gelangt [14].

In letzter Zeit kann in Deutschland eine Zunahme von C. difficile assoziierten Diarrhoen (CDAD)
beobachtet werden. Die Inzidenz von CDAD stieg von 7,4 pro 100.000 stationarer Aufnahmen

in 2000 auf 39,3 im Jahre 2004 an [72].

Neben der gesundheitlichen Gefahrdung der Patienten, verursacht die steigende Inzidenz von
CDAD eine hohe finanzielle Belastung der betroffenen Krankeneinrichtungen [96]. Der
Krankenhausaufenthalt eines CDAD- Patienten ist bis zu 3 Wochen ldanger als bei Patienten
ohne die entsprechende Symptomatik [54]. Zudem umfasst das Management von CDAD-

Fallen im Krankenhaus Hygienemalnahmen wie die Kontaktisolierung der Patienten,
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Dekontamination von Krankenzimmern bis hin zur SchlieBung ganzer Stationen in
Ausbruchsfallen. So belaufen sich die durch C. difficile verursachten Kosten im
Gesundheitswesen auf circa 3 Milliarden Euro pro Jahr in Europa und etwa 1,1 Milliarden

Dollar in den USA [53] [54].

Der Pathomechanismus von C. difficile beruht auf der Bildung von Toxinen. Toxin A (TcdA) ist
ein Enterotoxin, das zu vermehrter Sekretion von Elektrolyten und Fllssigkeit flihrt. Toxin B
(TcdB) ist ein Zytotoxin, das die Mukosa des Kolons schadigt und zur Fibrin-Aggregation fiihrt
[47] [10]. Beide Toxine binden Uber Epithelzellrezeptoren an die Darmschleimhaut. Neben
dichten, entzlindlichen Mukosainfiltraten findet man Uber dem geschadigten Epithel- Areal
zahlreiche Erosionen, die von einer granulozytar durchsetzten Fibrin- und Detritusschicht (=

Pseudomembran) bedeckt sind [10] [8] [73] [75].

Ein weiteres Toxin ist das Bindre Aktin- ADP- ribosylierende Toxin (CDT A/B), welches
zusatzlich bei bestimmten Stammen auftreten kann, dessen Funktion als ADP-

Ribosyltransferase bis jetzt allerdings noch nicht eindeutig geklart werden konnte [68].

Atoxinogene C. difficile Stamme sind in der Regel apathogen. Wird jedoch TcdB alleine oder
eine Kombination von TcdB und TcdA produziert, ist das Bakterium pathogen. Solche Stamme
lassen sich sowohl bei Symptomlosen wie auch bei CDAD- Patienten nachweisen. Jedoch ist zu
beachten, dass es zum klinischen Vollbild der CDAD nur durch Produktion von TcdB oder

beider Varianten TcdB und TcdA kommt [92] [56] [87] [4].

Gegenwartig erlangt ein neuer C. difficile- Subtyp mit erhdhter Virulenz und veranderten
Resistenzeigenschaften zunehmende Bedeutung. Seit 2005 werden immer mehr Falle bekannt,
an denen dieser hochvirulente C. difficile - Stamm beteiligt ist. Er wird in der Restriktions-
Endonukleasen Analyse als Typ B1 und in der PCR als Ribotyp 027, Toxinotyp Ill und in der

Pulsfeldgelelektrophorese als North American Profile 1 (NAP I) charakterisiert [92].

Isolate des Ribotyps 027 verfligen Uber die Toxingene (tcdA und tcdB) fir die Produktion von
Toxin A und Toxin B. Als weiteren Virulenzfaktor besitzen sie das Gen fur CDT A/B. Ein
besonderes Merkmal ist eine 18 bp (Basenpaar) -Deletion im tcdC- Gen, welches das
Regulatorprotein TcdC kodiert und so die Expression der Toxine negativ herab reguliert. Eine
Deletion im tcdC- Gen und die dadurch bedingte verminderte Aktivitdt des TcdC werden als

Ursache fir die stark erhohte Toxin- Produktion dieses Stammes diskutiert [91].
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Besonders auf dem amerikanischen Kontinent hat sich mit dem vermehrten Auftreten des C.
difficile Ribotyps 027 in den letzten finf Jahren die Prdvalenz der symptomatischen C. difficile
Infektionen verdndert. Im Zeitraum von 1996 bis 2003 haben sich die Patientenzahlen in den
USA mit dieser Entlassungsdiagnose von 31 pro 100.000 auf 61 pro 100.000 nahezu verdoppelt
[60].

In Kanada werden nosokomiale Ausbriiche mit einer 5- bis 20- fachen Zunahme der Inzidenz
von CDAD durch C. difficile des Ribotyps 027 beobachtet (2002- 2005), die durch eine etwa 3-
bis 5- fach erhdhte Letalitat (13,8- 22% vs. 4,7%) symptomatischer C. difficile Infektionen durch
vermehrte Toxinbildung charakterisiert waren [55] [59]. Im Jahr 2003 gelangen solche
Epidemiestdamme auch nach Europa. Betroffen sind bisher unter anderem England (2003) [80],
Belgien (2005) [45], die Niederlande (2005) [53] [52], Frankreich (2006) [85] und Deutschland
(2007) [72] [90].

Im Krankenhaus erfolgt die Ubertragung von C. difficile fakal-oral, Gber die Hinde des
Personals oder durch direkte Schmierinfektion von einem kolonisierten oder infizierten
Patienten ausgehend [61]. Daneben spielt fir die Weiterverbreitung von C. difficile im
Krankenhaus die Ubertragung iiber kontaminierte Oberflichen und Gerite (Bettschiisseln,
Koloskope und Endoskope) eine wichtige Rolle [18]. Die Ubertragung wird dabei durch die

grofde Umweltresistenz von C. difficile beglinstigt.

Durch seine Fahigkeit bei unglinstigen Umweltbedingungen in das Sporulationsstadium
Uberzugehen und Endosporen zu bilden, kann C. difficile die fir ihn extremen
Umweltbedingungen (berstehen wund in inaktiver Form ({berdauern. Als extrem
widerstandsfahige, metabolisch inaktive Dauerformen besitzen die Endosporen ein hohe
Resistenz gegeniiber physikalischen Einflissen (v.a. Hitze) und chemischen Reagenzien
(Desinfektionsmitteln etc.). Unter lebensglinstigen Bedingungen keimen die Sporen aus und

das Bakterium kann als vegetative Zellform weiterleben und neue Kolonien ausbilden [47].

Praventivmalinahmen zur Verhiitung einer Weiterverbreitung von C. difficile im Krankenhaus
fokussieren deshalb vor allem auf die konsequente Umsetzung krankenhaushygienischer
MaBnahmen welche direkte und indirekte Schmierinfektionen vermeiden sollen. Besonders
wahrend der symptomatischen Phase der Erkrankung (akute Diarrhoen) sind dabei
BarrieremalRnahmen von Bedeutung (z.B. Kontaktisolierung des Patienten und Tragen von

Handschuhen beim Umgang mit potentiell infektidsen Materialien). Zum anderen kommt der
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Dekontamination der patientennahen und patientenfernen Umgebung eine besondere Rolle

ZU.

Dabei kann bedingt durch die Sporen- Resistenz, die Entfernung von C. difficile aus der
Umgebung mit Hilfe herkdmmlicher Flachendesinfektionsmitteln bei der Scheuer- Wisch-
Desinfektion erschwert sein. Eine effektive Dekontamination von Hdnden und anderen
kontaminierten Flachen kann dabei nur durch eine zusatzlich vorhergehende und griindliche
mechanische Reinigung respektive Hindewaschung effektiv erfolgen. Auch ist der Einsatz von
speziellen sporoziden Flachendesinfektionsmitteln (z.B. Hydrogen- Peroxid, Natrium-

Hypochlorid) zu bedenken [7] [21].

Auf Grund dieser Bedingungen sind kontrollierte und konsequent durchgefiihrte hygienische
MaBnahmen bei Patient und Therapeut notwendig, um schwerwiegende Erkrankungen und
die Wahrscheinlichkeit einer Gbergreifenden Infektion auf weitere Patienten moglichst gering

zu halten [18].
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2 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll das Vorkommen von C. difficile bei Patienten des
Universitatsklinikums Minsters untersucht werden. Dazu werden aus der mikrobiologischen
Routinediagnostik vorliegende Daten Uber einen Zeitraum von zwei Jahren (2007 und 2008)
epidemiologisch ausgewertet. Dabei soll neben der absoluten Fallzahl, die Inzidenzdichte von
C. difficile in verschiedenen klinischen Bereichen ermittelt werden. AulRerdem wird die
Patientenstruktur (Alter, Geschlecht) der an C. difficile erkrankten Patienten dargestellt. Die so
ermittelten Daten werden mit Daten der nationalen nosokomialen Surveillancesysteme

(CDAD- KISS) verglichen.

Aufgrund der in einigen Landern steigenden Inzidenz auRerhalb der Krankenhduser
erworbener CDAD wird der Anteil der ambulant und nosokomial erworbenen C. difficile

Nachweise am UKM bestimmt.

Desweiteren soll die Umgebung von an C. difficile erkrankten Patienten hinsichtlich des
Vorkommens von C. difficile in vegetativer Form und vor allem der Sporen untersucht werden.
Dabei sollen sowohl handnahe und —ferne Bereiche untersucht werden. Zum Vergleich soll das
Vorkommen von Clostridien- Sporen in der Umgebung von Patienten ohne Diarrhoe und ohne

C. difficile Nachweis bestimmt werden.

Auf diese Weise sollen Erkenntnisse lber die Verbreitung von C. difficile in der stationaren
Umgebung gewonnen und ggf. potentielle transmissionsrelevante Oberflachen identifiziert
werden. Desweitere konnen ggf. Schwachpunkte der flaichendesinfizierenden MaRnahmen in

der Umgebung von Patienten mit CDAD identifiziert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Epidemiologie von C. difficile am UKM

3.1.1 Fallzahlen zum Nachweis von C. difficile bei Patienten des UKM in den Jahren 2007 &
2008

Im Folgenden werden die Kriterien zur Auswertung der epidemiologischen Daten zum

Nachweis von C. difficile dargestellt.
Folgende MaRzahlen sollen berechnet werden:

® Gesamt- Inzidenzdichte: Gesamtzahl der C. difficile- Falle pro 1.000 Patiententage

® Inzidenzdichte der nosokomialen C. difficile- Nachweise: Anzahl nosokomialer C.
difficile- Nachweise pro 1.000 Patienten- Tage

e (. difficile Pravalenz bei Aufnahme: Anzahl mitgebrachter C. difficile- Falle im

Krankenhaus pro 100 Patienten des Krankenhauses

Die gezahlten C. difficile Falle werden nicht patientenbereinigt registriert; d.h. wenn ein “C.
difficile- Patient” nach Entlassung aus der stationdren Behandlung erneut aufgenommen und
C. difficile erneut nachgewiesen wird, gilt dies als neuer, zu beschreibender Fall. Dabei wird der
Patient der Station zugeordnet, auf dem der C. difficile- Nachweis diagnostiziert wurde, auch
wenn anschlieBend eine hausinterne Verlegung in andere Fachbereiche/ -abteilungen oder

Stationen erfolgt.

Die Unterscheidung von mitgebrachtem und nosokomialem C. difficile Fall definiert sich wie
folgt: Erfolgt der Nachweis von C. difficile aus einem Material, das > 48 Stunden nach
Krankenhausaufnahme des Patienten gewonnen wurde, so gilt dies als ,,nosokomialer Fall“ (gr.
von Nosokomeion: Krankenhaus). Dagegen gilt jeder Fall, bei dem der C. difficile Nachweis aus
einem Material erfolgt, welches in den ersten 48 Stunden nach Hospitalisierung des Patienten

gewonnen wurde, als importierter bzw. ,,mitgebrachter Fall”.
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Aufnahme Entlassung
l 48 h variabel

————

Mitgebracht
Ambulanterworben

Nosokomial
erworben

Klinikaufenthalt AuBerhalb des Klinikums

Abbildung 1 Begriffsdefinition bei C. difficile Fillen: mitgebrachte vs. nosokomial erworbene C.

difficile Félle

Desweiteren gelten folgende Definitionen:

e Patiententage: Aufnahmetag ist der erste Patiententag; der Entlassungstag wird nicht
mehr gezahlt.
® Anzahl der Patienten: Gesamtzahl aller stationdren Patienten von 1. Januar bis 31.
Dezember
¢ Die einzelnen Fachkliniken des UKM werden folgenden flinf Bereichen zugeordnet:
o Intensivmedizinische Betreuung
o Innere Medizin (Onkologie, Gastroenterologie, Kardiologie, Nephrologie)
o Chirurgie: Abdominal-, Viszeral-, Gefal3-, Herz- und Thoraxchirurgie sowie
Traumatologie und Unfallchirurgie
o andere operative Facher: Orthopdadie, Urologie, Ophthalmologie, HNO- Kunde,
Gynakologie, Kinderchirurgie, Mund- Kiefer- Gesichtschirurgie, Neurochirurgie
und Dermatologie
o andere konservative Facher: Neurologie, Psychiatrie, Psychosomatik,

Strahlentherapie, Nuklearmedizin, Padiatrie und Geriatrie

12
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3.1.2 Populationsuntersuchung und verwendetes Material

Die Erhebung der Patientendaten zur Erfassung der Inzidenz des C. difficile Nachweises am
Universitatsklinikum Miinster (UKM) fir das Jahr 2007 und 2008 erfolgt retrospektiv und
umfasst alle Patienten mit Nachweis von C. difficile in Stuhlproben. Dazu werden alle zwischen
dem 1. Januar und dem 31. Dezember 2007 und dem 1. Januar und dem 31. Dezember 2008
am Universitatsklinikum in Minster stationdr aufgenommenen Patienten erfasst bei denen ein
Nachweis von Toxin-bildendem C. difficile aus Stuhlproben erfolgt. Gleichzeitig erfolgt bei den
ambulanten Patienten eine Recherche der Grunderkrankung dieser Patienten mittels des

Patientenverwaltungssystems ORBIS.

Zur Errechnung epidemiologischer Kennziffern werden die Zahl der wahrend des Jahres 2007
und 2008 am UKM behandelten Patienten und die Zahl der Belegtage fiir das Gesamtklinikum
mittels der Reportfunktion des zentralen Patientenerfassungssystems des UKM (Orbis)

extrahiert.

Des Weiteren werden die am UKM gefundenen Daten mit denen des Nationalen
Referenzzentrums fiir Surveillance von nosokomialen Infektionen des Robert Koch Institutes

(NRZ) (http://www.nrz-hygiene.de/surveillance/cdad.htm) verglichen; zur vergleichenden

statischen Analyse wird der Chi > Test nach Pearson (SPSS 17.8 ) durchgefiihrt.

Als epidemiologische Kennziffern werden die Gesamt- Inzidenzdichte pro 1.000 Patienten an
der Gesamtzahl der C. difficile- Falle und die Inzidenzdichte der nosokomialen C. difficile-
Nachweise pro 1.000 Patiententage erfasst. Desweiteren wird die Anzahl der Belegtage fir
jeden Patienten mit C. difficile Nachweis als Differenz zwischen Aufnahme- und
Entlassungsdatum bestimmt. Der Aufnahmetag ist dabei der erste Patiententag, der Entlasstag

wird nicht mehr gezahlt.

Die mikrobiologische Diagnostik erfolgte dabei am Institut fiir Medizinische Mikrobiologie des
Universitatsklinikums Miinster mittels Toxinnachweis per ELISA (RIDASCREEN Clostridium
difficile Toxin A/ B© der Firma R- Biopharm AG, Rhoéne Ltd, St. Didier au Mont d’or,
Frankreich). Zusatzlich erfolgte parallel bei allen Proben die Anlage von anaeroben Kulturen
zum Nachweis von C. difficile nach Ethanolbehandlung des Stuhls zur Unterdrickung der
Kommensalflora. Bei kultureller Anzucht von C. difficile erfolgte die Speziesbestatigung mittels
biochemischem ldentifizierungssystem fiir anaerob wachsende Bakterien (ApiA™, BioMérieux)

sowie erneutem Toxin-ELISA von der Kultur.
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3.2 Umgebungsuntersuchungen / Nachweis von C. difficile aus

Umweltproben aus Zimmern von Patienten mit CDAD

Im zweiten Teil der Arbeit wird die Verbreitung von C. difficile Sporen und Bakterien in
Patientenzimmern symptomatischer und asymptomatischer Patienten untersucht. Dabei soll
zum einen die Verbreitung von C. difficile Sporen abgeschatzt werden. Zum anderen soll die

Effektivitat der Anwendung sporozider Flachendesinfektionsmittel Gberpriift werden.

Die Umgebungsuntersuchung erfolgt zunachst bei nachgewiesenen C. difficile- Tragern direkt
im Patientenzimmer. C. difficile- Trager werden aufgrund der Befunde der Routinediagnostik
aus Stuhlproben symptomatischer Patienten durch das Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
mittels C. difficile Toxin-ELISA (RIDASCREEN@ Clostridium difficile Toxin A/ BO) und kultureller

Anzucht identifiziert.

Die Umgebungsuntersuchung erfolgt jeweils zeitnah (innerhalb von < 72h) nach positivem C.
difficile Nachweis. Dabei werden die Proben vor der tadglichen Routinedesinfektion der
Patientenzimmer gewonnen. Vergleichend wird zusatzlich zu jeder Umgebungsuntersuchung
im Zimmer eines C. difficile Patienten eine Untersuchung im Zimmer eines asymptomatischen
Patienten durchgefiihrt. Dazu wird immer ein auf derselben Station gelegenes Zimmer
ausgewadhlt, in dem kein Patient mit Diarrhoe oder mit Verdacht auf C. difficile assoziierte

Erkrankung (CDAD) untergebracht ist.

Die Probenentnahmen erfolgen sowohl bei der Fallgruppe als auch in der asymptomatischen
Vergleichsgruppe an folgenden standardisierten Stellen, die nachfolgend detailliert aufgefiihrt

sind:

Beistell- / Nachttisch / Bettgalgen / Schwestern- Klingel (patientennah)
Bad- Armatur + WC- Spuilung + Spilbecken

Waagerechte Flachen auBerhalb der Reichweite des Patienten (patientenfern)

A

FuBboden
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Abbildung 2 Typisches untersuchtes Patientenzimmer am UKM, in welchem Proben an den
unterschiedlich eingefarbten Bereichen zur Umgebungsuntersuchung + Sporenaufnahme durch
Oberflachentrager gewonnen werden (Vergleich Tabelle 1 : rot = 1. Position; blau 2. Position; griin 3.

Position)

3.2.1 Koloskope: Nachweis von C. difficile aus Spiilfliissigkeit bei der Untersuchung
aufbereiteter Koloskope

Auch soll im Rahmen dieser Arbeit eine mogliche Besiedlung mit C. difficile an Koloskopen
nachgewiesen bzw. untersucht werden. Dazu werden gemaf den Anforderungen an die
Aufbereitung von flexiblen Endoskopen (Quelle RKI) maschinell aufbereitete Koloskope auf
eine evtl. Sporenlast und damit auf eine potentielle Infektions- respektive
Kontaminationsquelle hin untersucht. Als Untersuchungsmaterial dient dabei Spulflissigkeit

aus den Arbeitskanalen der aufbereiteten Endoskope.

Bei der manuellen Vorreinigung noch im Untersuchungsraum werden grobe Verunreinigungen
mit einem Einwegtuch abgewischt und anschlieRend mit Gigazym 2% mit einer Einwirkzeit von
10 Minuten behandelt. Generell erfolgt die Aufbereitung von flexiblen Koloskopen und dessen
endo-/  koloskopischem  Zusatzmaterial dann in  speziellen  Reinigungs- und

Aufbereitungsgeraten (z.B. Olympus RDG-E und BHT- RDG-E) mit Gigazym 2%.

Nach dieser MalRnahme werden die Kolo- und Endoskope mitsamt Zubehor mit Trinkwasser
durchgespiilt und vom Reinigungsmittel und dessen Resten befreit; abschlieend werden alle
Kandle mit Druckluft freigeblasen und mit desinfizierten Handen zur Aufbewahrung
zusammengesetzt und vollstandig trocken, staubgeschitzt, vorzugsweise hdangend, in einem

speziellen Koloskopschrank gelagert.

3.2.2 Sporen und Bakterien- Aufnahme tiber Polywipe Oberflachentrager

Zur Fliachenuntersuchung werden Polywipe- Oberflichentrager (Polywipe® Premoistened
sponge swab der Firma Medical Wire & Equipments®) verwendet. Dabei handelt es sich um ein
50 cm® messendes Schwammchen, welches mit einem sterilen Phosphat- Puffer getrinkt und
fur eine Aufnahmeflache von bis zu einem m? Grund- bzw. Oberflache geeignet ist. Nach der
Probenentnahme, bei welcher sterile Handschuhe getragen werden, werden die

Schwammchen sofort in ein steriles ProbengefaR aufgenommen. Es wird unverziglich ein
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Flissigndhrmedium zur selektiven Anzucht von Clostridien hinzugegeben (CCFB-Medium,

Herstellung siehe unten) und die Probe wird fiir 48h bei 37°C unter anaeroben Bedingungen

bebritet. AnschlieBend erfolgt die Ausplattierung von 10 pl dieser Bakteriensuspension mittels

einer Mikropipette (Eppendorf Standard®) auf Schaedler- Platten, die fiir 48h bei 37°C anaerob

inkubiert werden.

3.2.3 Herstellung von C. difficile Selektivmedien

Um den gezielten Nachweis von C. difficile zu erbringen, ist es notwendig, die Umgebungs-

und Normalbakterienflora bei Probenentnahme und Kultivierung maoglichst stark zu

reduzieren. Dazu werden zum einen Natrium- Taurocholat (Ochsengalle) und zum anderen, die

dem Lysozym ahnlichen antibiotischen Substanzen Cefoxitin und Cycloserin zugesetzt.

Substanzen

Proteose Pepton 2

Agar

NazHPO4

KH,PO,

NacCl

MgS0O, x 7 H,0

Fruktose

Neutral Rot (1%) in Ethanol

Na Taurocholat

Cefoxitin (8mg/ml)

Cycloserin ((62,5 mg/ml) 250 pg/ml)

H,O dest.

Tabelle 1 Rezept der modifizierten Medien: Bouillon (CCFB) [27]

17



Material und Methoden

Lysozym spaltet beta -1,4- glykosidische Bindungen von Murein. Unter den verschiedenen
Bestandteilen der bakteriellen Zellwand ist dieses Peptidoglykan (auch Glycopeptid oder
Mucopeptid) fir das Uberleben der Bakterien wichtig. Es ist ein einzelnes, sehr groRes
Makromolekiil, das je nach Bakterienart 3-60 nm Lange besitzt. Grundbaustein des Mureins ist
ein aus N- Acetylglucosamin und N- Acetylmuraminsdaure bestehendes Disaccharid.
Muraminsaureketten und damit die Mucopeptidschicht der Bakterienwand, d.h. damit auch
der vegetativen Umweltflora bei der Umgebungsuntersuchung, werden spezifisch durch
Muraminidasen wie dem Lysozym gespalten. Aus physiologischer Sicht betrachtet findet sich
dieses Enzym in vivo z.B. auf der Nasenschleimhaut und in der Tranenflissigkeit und hat die
Aufgabe, die mit der Luft eindringenden Mikroorganismen zu zerstéren. Es tragt so zur
unspezifischen Immunabwehr im Organismus gegen die Umweltflora bei. Auch wichtige
Antibiotika (z.B. Bacitracin und Penicillin) entfalten ihre bakteriostatische Wirkung durch die

Hemmung der Mureinbiosynthese [32] [30].

So ist Cefoxitin ein systemisches Antibiotikum. Es hemmt die Zellwandbiosynthese und damit
die Murein- Aggregation. Es ist gegen viele grampositive und gramnegative Bakterien;
Staphylokokken (auch bei Betalaktamase- bildenden Stdmmen); Hdmophilus influenzae,
Proteus spp., A-Streptokokken, Pneumokokken, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Gonokokken,

aber auch gegen Salmonellen, Shigellen und Anaerobier (inklusive B. fragilis) wirksam.

Das verwendete Cycloserin wirkt gegen entsprechend empfindliche Stamme Gram-positiver
und Gram-negativer Bakterien sowie gegen Mycobacterium tuberculosis je nach Konzentration
bakteriostatisch oder bakterizid. D-Cycloserin inhibiert sowohl die Alanin-Racemase als auch
die D-Alanyl-D-Alanin-Synthetase; beides Enzyme, die fiir die Synthese der bakteriellen

Zellwand essentiell sind. Sein Wirkoptimum liegt bei einem pH-Wert von 6,4 bis 7,4.

Natrium- Taurocholat (Ochsengalle) fihrt durch die hervorgerufene ph- Verschiebung in das
Wirkspektrum der Antibiotika zur Umsatzsteigerung dieser Substanzen und Erhéhung der

katalytischen Aktivitat.

3.3 Weiterfiihrende Diagnostik mittels unterschiedlicher Farbemethoden
C. difficile verdachtige Kolonien werden zunachst isoliert. Es erfolgt daraufhin die
mikroskopische Untersuchung der kultivierten Praparate auf sporenbildende gram- positive

Stabchen. Hierzu werden zwei unterschiedliche, sich ergdnzende Farbetechniken angewandt.
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Die Gram- Farbung stellt eine wichtige Differentialfarbung dar. Grampositive Bakterien
erscheinen blau, gramnegative rot. Die grampositive Zellwand verhindert das Auswaschen des
Farbstoff- Jod- Komplexes durch Alkohol. Clostridien imponieren somit als grampositive, ihrer
Morphologie, GroRe und Form nach als plumpe Stabchen. In adlteren Kulturen, in denen
autolytische Enzyme die Zellwand abzubauen beginnen, kénnen grampositive Zellen oft
gramnegativ sein. Hierbei spricht man dann von einer gewissen Gram- Labilitat, die sich umso

starker auspragt, je weiter das Sporulationsstadium fortgeschritten ist.

Hier kommt dann die spezielle Farbung mit Malachitgriin zum Nachweis von Sporen zum

Tragen. Nach der Malachit/ Safranin - Behandlung erscheinen die Sporen griin und die noch

vorhandenen Bakterien in ihrer vegetativen Form rot.

Abbildung 3 Gram- Praparat von C. difficile (Vergr6Berung bei 10x100); vegetative Formen imponieren
hier als dunkel- violette Stabchen; die tennisschlagerartig aufgeweiteten Endkappen einiger Stibchen

deuten bereits auf die freigesetzten Sporen hin

3.3.1 Farbeprozess der Gram- Farbung
Um die auf dem glasernen Objekttrager aufgebrachten Bakterien zu fixieren, missen die
luftgetrockneten Praparate zundchst hitzefixiert werden. Dazu ist ein drei- bis viermaliges

Schwenken durch die offene Flamme eines handelstiblichen Bunsen- Gas Brenners
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ausreichend. Als nachstes werden die abgeklhlten Prdparate komplett mit Kristallviolett
Uberschichtet und anschlieBend mit ca. 5 Tropfen Sodium- Bikarbonat betropft und durch

»Verblasen” im Kristallviolett verteilt; die Einwirkzeit betragt 15 Sekunden.

Danach wird das Kristallviolett mit Grams Jod zunachst abgespiilt, anschlieffend wird der
Objekttrager mit Grams Jod fir 30 Sekunden bedeckt. Zum Differenzieren wird ein Alkohol-
Aceton- Gemisch verwendet; dabei wird das Grams Jod abgegossen und unter laufendem
Alkohol- Aceton- Gemisch wird der Objekttrager so lange abgespiilt, bis keine Farbwolken vom
Material mehr abgehen. Der Objekttrager wird nun vorsichtig mit Leitungswasser gesplilt, um
kein Untersuchungsmaterial abzuwaschen und in einem weiteren Schritt auf der Farbebank
mit Fuchsin Uberschichtet. Die Einwirkzeit betragt 10 — 15 Sekunden. Danach wird nochmals
vorsichtig mit Leitungswasser abgespilt und der Objekttrager in einem letzten Schritt zwischen

Filterpapier getrocknet. Dieser ist nun direkt zum Betrachten unter dem Mikroskop bereit.

3.3.2 Farbedurchfithrung der Malachitgriin- Farbung zum Direkt- Nachweis von Sporen

Zur speziellen Sporen- Farbung wird der Ausstrich der zu betrachtenden Bakterien auf dem
Objekttrager ebenfalls nach Lufttrocknung hitzefixiert und anschlieRend fiir 5 Minuten Uber
dem siedenden Wasserbad mit Malachitgriin Gberschichtet und damit gefarbt. Folgend wird
der Objekttrager kurz mit Wasser abgespiilt und Gber einen Zeitraum von 30 Sekunden mit

Safranin gegengefarbt, nochmal mit Wasser abgesplilt und zwischen Filterpapier getrocknet.

3.4 Molekularbiologischer Nachweis von C. difficile (Sequenzierung und

Toxinnachweis)

3.4.1 Speziesidentifikation mittels partieller 16S- ribosomaler DNA- Sequenzierung
Zur Spezies- Diagnostik der im Rahmen der Umgebungsuntersuchungen isolierten
Bakterienkolonien wird die partielle 16S- ribosomale DNA (rDNA)- Sequenzierung der

Kulturisolate angewendet.

Auf Grund der ermittelten Sequenz der 16S- rDNA Gens, welches fiir die Mehrheit der

Bakterien- Spezies spezifisch ist, kdnnen viele der bekannten Bakterien auf dem Niveau der
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Gattung und Spezies identifiziert werden. Das Verfahren stitzt sich auf die partielle
Sequenzierung eines speziellen Genlocus mit einer 500 Basenpaaren umfassenden variablen

Zone, der gleichsam einem Fingerabdruck, jede Spezies unterscheidbar macht.

Ein hier erhaltenes Gen- Amplifikat wird durch Sequenzanalyse und Vergleich mit der Gen-
Datenbank RIDOM- Server (Ribosomal Differentiation of Microorganisms) identifiziert

(http://www.ridom.com/ http://www.ridom-rdna.de/) [38]. Die Methode dient zur

Identifikation der Spezies und macht keine Aussage Uber einen eventuellen Krankheitswert,

noch lber Pathogenitat und Toxizitat [34] [37].

3.4.2 Durchfithrung der partiellen 16S- ribosomalen DNA (rDNA)- Sequenzierung

Zur DNA-Extraktion wird eine Impfose Bakterienkolonien in 400 ul Tris- EDTA Puffer (Tris- HCI,
10 mmol; EDTA, 1 mmol; pH 7,0) homogenisiert und 30 Minuten bei 80 °C inaktiviert. Zum
Aufschluss der Zellwand erfolgt eine Inkubation mit Lysozym bei 37 °C fir 1- 12 h und 10 %
SDS/Proteinase K- Lésung bei 65 °C fir 10 Minuten. Zum Binden von Zellwandresten und
Uberschiissigen Polysacchariden erfolgt eine zehnminitige Behandlung mit N- acetyl- N,N,N-
trimethylammoniumbromid (CTAB)/NaCL- Losung. Nach Zentrifugation mit Chloroform/
Isoamylalkohol, 30 min Inkubation bei -20°C und Zentrifugation 14000 g prazipitiert die
freigesetzte DNA in Isopropanol. Nach einmaligem Waschen mit 70 % Ethanol wird die DNA

getrocknet und in 20 pl TE- Puffer gelost.

Zur Amplifikation eines Teilabschnitts der ribosomalen 16S- Untereinheit der extrahierten und
gereinigten DNA werden die Primer 16S- 27forward (5 - AGA GTT TGA TCM TGG CTG AG- 3')
und 16S- 907reverse (5- CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT- 3°) verwendet. Fiir die PCR wird die
DNA in TE- Puffer 1:10 verdiinnt. Der PCR- Ansatz besteht aus 1 ng DNA, 10 pmol der beiden
Primer, 200 umol Desoxynucleotidtriphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 5 umol 10x PCR-
Puffer (Tris- HCI, 100 umol; KCI, 500 mmol; MgCl2, 15 mmol; pH = 8,3), 250 mM MgCl und 1,25

U Tag-Polymerase.

Die PCR-Bedingungen werden wie folgt gewahlt: ,Hot- Start” bei 80 °C (10 min), 28 Zyklen (45s
94°C, 60s 53°C, 90s 72°C), 10 min a 72°C. Die Produktaufreinigung erfolgte mittels Exonuclease
| (Exol), Shrimp Alkalische (SAP) Phosphatase. Dazu werden 5 pl des Amplifikationsprodukts
mit je 1 pl Exol und SAP versetzt und die Aufreingung mit folgendem Cyclerprogramm

durchgefiuhrt: 30 min a 37°C, 15 min a 80°C, anschlieRende Kihlung auf 4°C. Die
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Sequenzierungs- PCR erfolgt analog zur Amplifikations-PCR mittels je 10pmol der o.g. Primer

(PCR: Bedingungen fur Sequenzierungs-PCR: 25 Zyklen a 10s 96°C, 5s 53°C, 240s, 60°C).

AnschlieRend werden die Reaktionsprodukte mittels eines Kunstharzes (Sephadex G50)
aufgereinigt und getrocknet und in 20 ul Formamid aufgenommen. Die automatisierte
Sequenzierung erfolgt mittels eines ABI Prism TM 3100 Avant Genetic Analyzer. Die erhaltenen
Sequenzen werden mittels der Software SeqSphere (Ridom GmbH, Wiirzburg) ausgewertet

und mit  den Referenzdaten der GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov ;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) verglichen [78].
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungszeitraum und Patientenkollektiv

Wahrend des jeweils 12-monatigen Untersuchungszeitraumes fiir die Jahre 2007 / 2008
konnten Toxin- bildende C. difficile in Stuhlproben von 282 / 254 Patienten identifiziert
werden. Dabei gelang bei 179 / 191 Patienten (63% / 75%) neben dem Nachweis von C. difficile

Toxin auch eine kulturelle Erregeranzucht aus eingesandtem Stuhlprobenmaterial.

4.2 Darstellung der C. difficile positiven Patienten

4.2.1 Altersstruktur der C. difficile positiven Patienten am UK Miinster

Das durchschnittliche Alter der Patienten liegt im Mittel bei 45,46 / 45,44 Jahren, wobei ein
Peak fur 2007 bei den 71- 75 jahrigen Patienten mit einem prozentualen Anteil von 14,18% zu
verzeichnen ist, wie in Diagramm 1 mit absoluten Zahlen und Diagramm 2 in relativen Anteilen
gezeigt wird. Ein vergleichbarer Peak fir das Jahr 2008 mit einer Gesamtstarke von 44
Patienten (17,32%) findet sich bei den 66- 70 jahrigen. Die Altersgruppen von 6- 10 Jahren bis
hin zu der mit den 66-70 Jahrigen zeigt eine sukzessiv steigende Zunahme von durchschnittlich

2% im 5 Jahres- Rhythmus in beiden Jahren.

m 2007

m 2008

C. difficile positive Fille

Altersstufenin Jahren

Diagramm 1 Altersstufen mit absolutem Anteil von C. difficile positiven Patienten
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Diagramm 2 prozentuale Anteile der betroffenen Patienten in den verschiedenen Altersgruppen fiir

die Jahre 2007 und 2008

Diagramm 3 zeigt die Gruppe der 0 bis 5 Jahrigen im Ein- Jahres- Intervall. Gemessen an der
Gesamtzahl aller Patienten ist diese Gruppe mit einem prozentualen Anteil von 5,67% / 6,30%

vertreten.
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12

10

C. difficile positive Patienten

0] 1 2 3 4

Altersstufen in Jahren

Diagramm 3 Gruppe der 0- 5 Jahrigen im Ein- Jahres- Intervall

4.2.2 Geschlechterverteilung

m 2007
W 2008

Bei der Geschlechterverteilung liegen die betroffenen méannlichen Patienten insgesamt mit

58,51% / 50,79% leicht vor den Frauen mit 41,89% / 49,21% fir die Jahre 2007 / 2008 wie dies

in Diagramm 4 dargestellt ist.
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Diagramm 4 Anteil der ménnlichen/ weiblichen Patienten in verschiedenen Altersgruppen fiir 2007

und 2008

Die spezielle Gruppe der 0 bis 5 jahrigen Patienten stellt sich in Diagramm 5 dar. In dieser

Gruppe betrdgt der Anteil der Patienten im ersten Lebensjahr 62,5% (2007) bzw. 31,25%

(2008).
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2008
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Diagramm 5 Anteil der médnnlichen/ weiblichen 0- 5 jahrigen Patienten fiir 2007 und 2008

4.2.3 Betroffene Kliniken und Abteilungen mit der Verteilung der C. difficile positiven
Patienten

Die Verteilung der Patienten mit C. difficile- Nachweis zwischen den verschiedenen
Fachabteilungen des UKM ist heterogen wie in Diagramm 6 dargestellt. Die Intensivmedizin
versorgte mit n=49 / n=42 Patienten 17,38% / 16,54% der Erkrankten. 47,87% / 48,03% der
Patienten wurden in Einheiten der Innere Medizin wahrend ihres Klinikaufenthaltes betreut.
Weitere 11,35% / 9,84% der Patienten wurden im Bereich der Chirurgie behandelt. Hierunter
werden die Abdominal-, Viszeral-, GefaR-, Herz- und Thoraxchirurgie sowie die Traumatologie
und Unfallchirurgie gefasst. In den anderen operativen Féchern wie der Orthopéadie, Urologie,
Ophthalmologie, HNO- Kunde, Gynéakologie, Kinderchirurgie, Mund- Kiefer- Gesichtschirurgie,
Neurochirurgie und der Dermatologie kénnen insgesamt 17,38% / 11,81% und damit fir das
Jahr 2007 folglich n=49 bzw. fiir 2008 n=30 Patienten registriert werden. In der Gruppe der
anderen konservativen Fdcher wie der Neurologie, Psychiatrie, Psychosomatik,
Strahlentherapie, Nuklearmedizin, Padiatrie und auch der Geriatrie waren 6,03% / 13,78% der

betroffenen Patienten vertreten.
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Diagramm 6 Anzahl C. difficile positiver Patienten verteilt auf verschiedene Fachabteilungen bzw.

Kliniken in des UKM in den Jahren 2007 und 2008

Das Diagramm 7 zeigt den prozentualen Anteil jeder Fachgruppe an allen C. difficile positiven

Patienten als gestapelte Saule zu 100% im direkten Jahresvergleich.
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Diagramm 7 Relative Anteile zu 100% der positiv getesteten Patienten in unterschiedlichen

Fachabteilungen im Jahresvergleich 2007 und 2008
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In der Gruppe der anderen konservativen Fidcher machen die Falle aus der Klinik fiir Padiatrie
den Grofiteil der C. difficile positiven Falle aus und reprdsentieren n=15 von insgesamt 17

Fallen (88%) in 2007 und n=29 von insgesamt 35 (83%) in 2008.

B Manner Alter 2007
W Frauen Alter 2007

B Manner Alter 2008

Durchschnittsalter in Jahren

B Frauen Alter 2008

Fachabteilungen

Diagramm 8 zeigt das Durchschnittsalter der C. difficile positiven Patienten in Relation zu den

Fachabteilungen fiir die Jahre 2007 und 2008

4.2.4 Aufenthaltsdauer von C. difficile positiven Patienten am UKM

Die absolute Aufenthaltsdauer der Patienten mit C. difficile- Nachweis am Universitatsklinikum
Minster belduft sich fir die Jahre 2007 und 2008 im Median auf jeweils 29 Tage und als
Mittelwert fiir 2007 auf 72 Tage und fiir 2008 auf 73 Tage, wie dies in Diagramm 9 in absoluten

Zahlen zum Ausdruck kommt.
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Diagramm 9 Aufenthalt in Tagen in Bezug auf die einzelnen Fachabteilungen und Kliniken des UKM

Betrachtet man die absolute Aufenthaltsdauer in den einzelnen Fachabteilungen, so kann
festgestellt werden, dass sich in allen Fachabteilungen die Hauptaufenthaltszeit um die Tage 1-
10 bis hin zu 51- 60 Tagen akkumuliert. Der Median der Aufenthaltsdauer liegt in der
Intensivabteilung bei 33,5 / 40 Tagen, in der Inneren Medizin bei 22 / 28 Tagen, in den
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operativen Fdchern auf 35,5 / 30,5 Tage (Chirurgie 30 / 36,5; andere operative Fécher 41,5 / 28

Tage) und in den anderen konservativen Fachabteilungen auf 13 / 12 Tage.

4.2.5 Aufenthaltsdauer bis zur C. difficile- Diagnose
Im Median erfolgt der Nachweis von C. difficile aus Stuhlproben nach 13 Tagen stationarer

Aufenthaltsdauer (2007) bzw. 12 Tagen (2008).

Die Aufenthaltstage in den einzelnen Fachabteilungen bis zur Diagnose der mit Clostridium

difficile assoziierten Symptomatik stellen sich wie folgt in Diagramm 10 fiir die Jahre 2007 und

2008 dar.
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Diagramm 10 Patientenzahl in Relation zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

Betrachtet man die einzelnen Kliniken und Fachdisziplinen so erfolgt hier der Nachweis von C.
difficile in der Intensivmedizin im Median fiir 2007 nach 16 Tagen und fir 2008 nach 18,5
Tagen. Fur die Fachgebiete der Inneren Medizin zeigt sich ein positiver Nachweis nach 8 / 12
Tagen. Bei Patienten in Chirurgische Fachabteilungen wird der Nachweis nach 17 Tagen in
2007 respektive 23 Tagen in 2008 erbracht. Die anderen operativen Fédcher sind mit ihrer
Diagnosestellung bei 19 bzw. 12,5 Tagen und die anderen konservativen Ficher bei 5 und 3

Tagen angesiedelt.

4.2.6 Nosokomiale versus ambulante C. difficile Falle
Die absoluten Zahlen der nach der gegebenen Definition nosokomial (Nachweis aus >48h
nach Aufnahme gewonnenem Material) erworbenen Falle belaufen sich im Jahr 2007 auf

n=224 Patienten (79,43%) und in Jahr 2008 auf n=177 Patienten (69,69%).
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Diagramm 11 Verteilungsmuster der nosokomialen C. difficile Fille bezogen auf die einzelnen

Fachdisziplinen (Stapelsdulen jeweils zu 100%)

Bei den nosokomialen Fallen zeigt sich ein durchschnittliches Alter von 49 Jahren in 2007 und

55 Jahren im Jahr 2008.

Die Zahlen aus den Jahren 2007 und 2008 zeigen, dass bei insgesamt n=58 / n=77 Patienten
aller Fachabteilungen der Nachweis von C. difficile Toxin innerhalb der ersten 48h nach
Krankenhausaufnahme erfolgte. Damit zeigt sich eine prozentuale Beteiligung von 20,57%
(2007) und 30,32% (2008) der ,mitgebracht” bzw. ambulant erworbenen C. difficile Falle an

allen registrierten Fallen, wie in Diagramm 12 vergleichend dargestellt ist.

Eine Recherche der Grunderkrankung dieser Patienten mittels des Diagnosencodiersystems
ergibt, dass das vorherrschende Krankheitsbild bei 75% der Patienten durch Erkrankungen aus
dem Formenkreis der Stammzellerkrankungen und malignen Lymphome charakterisiert ist.
Weitere 20% leiden an einer chronisch- ulzerdsen, bereits klinisch bekannten Enterokolitis
(Morbus Crohn/ lleitis terminalis) und ca. 4% der Betroffenen sind Organ-

Transplantatempfanger.
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Diagramm 12 Verteilungsmuster der ambulanten C. difficile Félle bezogen auf die einzelnen

Fachdisziplinen (Stapelsdulen jeweils zu 100%)

Bei den mitgebrachten/ ambulanten Fillen zeigt sich ein durchschnittliches Alter von 43
Jahren (2007) und 42 Jahren (2008), wobei die Fachgruppe der anderen konservativen Ficher

mit dem Gebiet der P4diatrie, welches das Durchschnittsalter von 6 / 8 Jahren aufzeigt.

Der Vergleich der ambulanten/ importierten Fille mit den nosokomial erworbenen Fillen
2007 und 2008 wird in Diagramm 13 dargestellt und zeigt die beiden zuvor beschriebenen
Situationen in einer gemeinsamen Graphik. Es wird ersichtlich, dass im Jahresverlauf die
ambulanten/ importierten Fille in jeder der beobachteten Disziplinen zunehmen. Der relative

Anteil von ambulant zu nosokomial in der Inneren Medizin bleibt iber die Jahre gleich.
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Diagramm 13 Relative Anteile zu 100% der ambulanten und nosokomialen C. difficile Falle in

unterschiedlichen Fachabteilungen

4.2.7 Inzidenzraten am UKM fiir 2007 und 2008

Wahrend dieses Zeitraums kam es im UKM zu insgesamt 49.009 Patientenfallen im Jahr 2007
und zu 49.531 Patientenfallen im Jahr 2008. Die Zahl der Patiententage betrug 424.308 /
413.907. Somit ergibt sich eine Gesamtinzidenzdichte von C. difficile von 5,75 Falle/1.000
Patientenfallen fiir 2007 und von 5,12/1.000 Patientenfallen fur 2008.

Die Inzidenzdichte der nosokomialen C. difficile Fille liegt bei 4,57/1.000 Patientenfille in
2007 bzw. 3,57/1.000 Patientenfille in 2008. Die Pravalenz bei Aufnahme kann fur 2007 mit
einem Wert von 0,71/1.000 Patientenfdllen und 2008 mit 0,76/1.000 Patientenfillen

registriert werden.

Die intensivmedizinischen Falle setzen sich zusammen aus 3 chirurgischen Intensivstationen.
Die internistischen Intensivpatienten sind unter der Fachergruppe der Inneren Medizin

zusammengefasst.
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gesamt Patientenzahl UKM

Intensivmedizin

Innere Medizin

Chirurgie

andere operative Facher

andere konservative Facher

Summe

Intensivmedizin

Innere Medizin

Chirurgie

andere operative Facher

andere konservative Facher

Summe

2007
Pat Félle Pat Tage
240 4717
11717 107948
6896 61372
19127 126822
11029 123449
49009 424308
C. difficile positive Patienten UKM
2007
Pat Falle Pat Tage
50 2450
113 3546
28 1153
48 2458
20 562
259 10169

Tabelle 2 Gesamt- Patientenkollektiv des UKM vs. C. difficile positive Patienten (Aufenthaltsdauer und

Anzahl) in 2007 und 2008
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4.2.8 Vergleich mit nationalen Referenzdaten und statistische Unterschiede

Die Gesamtinzidenzdichte der C. difficile Falle betragt am UKM fir das Jahr 2007 5,75/1.000
Fille oder 0,66/1.000 Patiententage und fiir das Jahr 2008 5,12/1.000 Fille oder 0,61/1.000
Patiententage. Verglichen werden die gefundenen Werte mit den Daten der anderen
deutschen Krankenhdusern, die ihre Daten kollektiv Gber das Nationale Referenzzentrum fiir
Surveillance von nosokomialen Infektionen des Robert Koch Institutes (NRZ) zur Verfligung

stellen (http://www.nrz-hygiene.de/surveillance/cdad.htm). Tabelle 3 zeigt einen Vergleich der

am UKM festgestellten Raten mit den Daten des NRZ. Es besteht kein signifikanter Unterschied

im Hinblick auf nosokomiale und ambulante C. difficile Falle.

Jahr  Kranken- Patienten Patienten- C. Gesamt Inzidenz Pravalenz P
hduser difficile
Falle Tage Inzidenz der bei
(KH)
Falle nosokomialen
Dichte Aufnahme
Falle
2007 35KH 652.971 4.591.728 3.033 0,66 0,48 0,13 0,157
UKM 49.009 424.308 282 0,66 0,52 0,07
2008 59KH 1.565.084 8.315.462 5.640 0,68 0,47 0,11 0,157
UKM 49.531 413.907 254 0,61 0,42 0,08

Tabelle 3 Darstellung der jeweiligen Jahreszahlen der C. difficile positiven Patienten am UKM
vergleichend zu den Gesamtzahlen der 35 bzw. 59 Krankenhdausern des CDAD-KISS
(Gesamtinzidenzdichte= Quotient aus der Anzahl der C. difficile positiven Patienten pro 1.000
Patiententage; Inzidenz der nosokomialen Félle= Quotient der nosokomialen, C. difficile Fdlle pro 1.000
Patiententage zur Charakterisierung der nosokomialen Ausbreitung; C. difficile- Positivitit/ CDAD —
Prdvalenz bei Aufnahme= Quotient aus der Zahl der bei Aufnahme C. difficile positiven Patienten pro

100 Patientenfille zur Charakterisierung des Imports von C. difficile)
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Im nationalen Vergleich gibt es 2007 3.033 durch das NRZ registrierte CDAD- Patienten in
insgesamt 35 Krankenhdusern bei ca. 4,6 Mio. Patiententagen mit 652.971 Patientenfallen. In
den teilnehmenden Kliniken entspricht dies einer Gesamtinzidenz von 4,65/1.000 CDAD- Fillen
respektive 0,66/1.000 Patiententage. Fiir das Jahr 2008 werden 5.640 CDAD- Patienten aus 59
Krankenh&usern bei 8.3 Millionen Patiententagen mit 1.565.084 Patientenfallen gemeldet und
in die Statistik mit aufgenommen, d.h. eine Gesamtinzidenz besteht hier mit 3,68/1.000 CDAD
pro Patientenfille bzw. 0,68/1.000 pro Patiententage. In Tabelle 4 werden ebenfalls die
Jahreszahlen von C. difficile positiven Patienten genannt. Hier gibt es fur 2007 5,75/1.000
Patientenfalle und 0,66/1.000 Patiententage und fir 2008 5,13/1.000 Patientenfille und
0,61/1.000 Patiententage.

Ort Deutschlandweit (CDAD — KISS) UKM Miinster

Jahr 2007 2007

Insgesamt 3.033 | 100,00% 282 | 100,00%

Tagesklinik/ 820 | 27,04% 58 | 20,57%

ambulant

nosokomial 2.213 | 72,96% 224 | 79,43%

Tabelle 4 Jahresliste mit Zahlen der deutschlandweiten Surveillance durch das NRZ im Vergleich zu

den absoluten Zahlen der an C. difficile positiven Patienten am UKM in Miinster

4.3 Detektion von C. difficile auf Oberflachen

Zur Evaluation der Verbreitung von C. difficile auf patientennahen und patientenfernen
Oberflachen werden n=60 hospitalisierte, symptomatische Patienten mit C. difficile- Nachweis
und n=60 hospitalisierte, nicht- symptomatische, C. difficile- negative Patienten untersucht.
Somit stehen 480 Proben (4 Proben pro Patient) zur Auswertung bereit. Diese Proben werden

jeweils zeitlich vor der flachendesinfizierenden, taglichen Routine- Reinigungen gewonnen.
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Von diesen 480 Proben werden mittels der 16S- rDNA Sequenzierung [38] nach erfolgter

Anzucht der Bakterien in Reinkultur auf Agar- Platten insgesamt n=2 positiv auf C. difficile (in

Position 2 und 3 der definierten Oberflache ) getestet; n=4 C. perfringens (in Position 2 und 3 )

nachgewiesen und n=1 kann C. barati (in Position 3 ) nachgewiesen werden. Clostridien

werden nur in Zimmern der symptomatischen C. difficile positiven Patienten nachgewiesen.

16- S- rDNA- Sequenzierung: der aus CCFB Bouillon bebriiteten Kulturen

3x

1x

1x

1x

1x

C. perfringens in Position 3

C. perfringens in Position 2

C. barati in Position 3
C. difficile in Position 2
C. difficile in Position 3

(Waagerechte Flachen patientenfern)
(Bad- Armatur + WC- Spilung + Spllbecken)
(Waagerechte Flachen patientenfern)
(Bad- Armatur + WC- Spilung + Spilbecken)

(Waagerechte Flachen patientenfern)

Die Fotos der Abbildung 4 und 5 zeigen die typische Wachstumsform der C. difficile Kolonien

auf den verwendeten Agar- Anzucht- Platten nach 48h Bebritung bei 37°C unter strikt

anaeroben Bedingungen im Anaerobier- Topf.

Abbildung 4 Blutagar- Platte mit C. difficile Kolonien nach 48h Bebriitung bei 37°C unter strikt

anaeroben Bedingungen
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Abbildung 5 Schaedler- Blutagar- Platte mit C. difficile Kolonien nach 48h Bebriitung bei 37°C unter

strikt anaeroben Bedingungen

4.4 Untersuchung der Koloskope auf Bakterienwachstum, die auf eine

Besiedlung mit C. difficile oder dessen Sporen schlief3en lassen

In den durchgefiihrten Untersuchungen gibt es in allen Fallen keinen Keimnachweis, weder
aerob noch anaerob, die mittels der krankenhaushygienischen MaBnahmen des Routinelabors
und durch die in dieser Arbeit verwendeten Spezialmedien und Anzuchtmethoden

nachgewiesen werden kdnnen.
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5 Diskussion

Im Vergleich zu den Daten des Nationalen Referenzzentrums fiir nosokomiale Infektionen des
Robert Koch Institutes Berlin fiir durch Clostridium difficile bedingten Diarrhoen (CDAD),
ergeben sich in dieser Arbeit keine statistisch signifikanten Unterschiede fir die Inzidenz von
CDAD am UKM; auch sind die gefundenen Inzidenzzahlen der verschiedenen Fachdisziplinen,
die am UKM festgestellt werden konnen, in ihrer Verteilung repradsentativ fir die an der C.

difficile KISS Studie teilnehmenden deutschen Krankenhauser.

Bei Betrachtung der Inzidenzraten im Jahresverlauf 2007 bis 2008 zeigt sich die Anzahl der C.
difficile Patienten am UKM maRig ricklaufig (Inzidenzdichte pro 1.000 Patiententage 0,66 in
2007 und 0,61 in 2008) wobei im Vergleich die nationalen Referenzdaten eine, wenn auch
minimale, Zunahme zeigen (Inzidenzdichte pro 1.000 Patiententage 0,66 in 2007 und 0,68 in
2008).

In den verschiedenen Fachbereichen des UKM zeigen sich fir die Jahre 2007 und 2008
unterschiedliche C. difficile Inzidenzen pro 1.000 Patiententage. Die Inzidenzdichte ist am
hochsten in der Intensivmedizin (10,39 bzw. 9,54 pro 1.000 Patiententage), gefolgt vom
Bereich der Inneren Medizin (1,25 bzw. 1,14 pro 1.000 Patiententage) und der Chirurgie
inklusive Abdominal-, Viszeral-, GefaR-, Herz- und Thoraxchirurgie, Traumatologie und
Unfallchirurgie (0,52 bzw. 0,41 pro 1.000 Patiententage). In den anderen operativen Fichern
(Orthopéadie, Urologie, Ophthalmologie, HNO- Kunde, Gynakologie, Kinderchirurgie, Mund-
Kiefer- Gesichtschirurgie, Neurochirurgie und der Dermatologie) liegt die Inzidenzdichte bei
0,39 bzw. 0,25 pro 1.000 Patiententage und in den anderen konservativen Féichern
(Neurologie, Psychiatrie, Psychosomatik, Strahlentherapie, Nuklearmedizin, P&diatrie und

Geriatrie) ergeben sich C. difficile Inzidenzen von 0,14 bzw. 0,29 pro 1.000 Patiententage.

Eine mogliche Ursache fiir die deutliche Variabilitat der Inzidenzraten in den verschiedenen
Fachabteilungen kénnte in einem unterschiedlichen Einsatz von Antibiotika liegen, was das
Risiko fir CDAD erhoht. Verschiedene Arbeiten zeigen hierbei, dass der
Gesamtantibiotikaeinsatz auf Intensivstationen (gemessen in definierten Tagesdosen; Daily
Defined Dosis, DDD) im Vergleich zu Stationen der Inneren Medizin und der Chirurgie deutlich

grofer ist.
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So liegt der Antibiotikaverbrauch bei einer in Deutschland durchgefiihrten Studie in
intensivmedizinischen Einrichtungen fir chirurgische ICU’s (Intensive Care Units) bei 146
DDD/100 Patiententagen bzw. Pflegetagen (Pd) und internistischen ICU’s bei 187 DDD/100 Pd
[101]. Auf Stationen der allgemeinen Patientenversorgung wird in den hamato- onkologischen
Disziplinen ein Antibiotikaverbrauch von 110.8 DDD/100 Pd und in den chirurgischen Fachern
von 51.6 DDD/100 Pd aufgezeigt. Die Innere Medizin hat hierbei einen Verbrauch von 66
DDD/100 [101].

Dies bestatigt Untersuchungen von Kern et al. [48], die dhnliche Antibiotikaverbrauchszahlen
messen. Zwischen 2001 und 2002 betrug die Dichte der Antibiotikagaben in der Inneren
Medizin 49.9 DDD/100 Pd, in der Chirurgie 43.4 DDD/100 Pd. Die gefundenen Werte fir die
Intensivmedizin sind etwas geringer als in der oben genannten Arbeit von De With et al.,
zeigen aber eine 3hnliche Tendenz mit 105.6 DDD/100 Pd fir internistisch gefihrte ICU’s,
116.9 DDD/100 Pd fiir chirurgische ICU’s und 112.7 DDD/100 Pd fir interdisziplindre ICU’s.

Interventionsstudien deuten darauf hin, dass durch rationalen Antibiotikaeinsatz die CDAD-
Inzidenz sinkt. So weisen Thomas et al. nach, dass Cephalosporine der dritten Generation, hier
vor allem Ceftriaxon, mit dem Anstieg von CDAD eng korreliert ist; auch wird ein signifikanter
Anstieg von MRSA, VRE und beta- Laktamase produzierenden gram- negativen Erregern
beobachtet. Bei Reduktion bzw. Antibiotika- Regime Wechsel konnte im

Untersuchungszeitraum ein Riickgang der CDAD verzeichnet werden [86].

Die Diskussion um ansteigende Fallzahlen von CDAD wird weltweit gefiihrt. Verglichen mit

anderen Landern stellen sich groRe Unterschiede dar.

Fur Europa werden bei Barbut et al. [6] Inzidenzzahlen bis zu 0,71 / 1.000 Patiententagen
angefiihrt, was im Bereich der Zahlen des Nationalen deutschen Referenzzentrums und der am
UKM gefundenen Ergebnisse liegt. In US- amerikanischen Krankenhdusern sind die
Inzidenzraten allerdings wesentlich hoher. Vom US-amerikanischen National Nosocomial
Infections Surveillance System [5] werden fiir die Jahre 1987 bis 1998 durchschnittlich CDAD
Inzidenzen von 1,22 pro 1.000 Patiententage dokumentiert. Genauer betrachtet kann hier
sogar ein Unterschied zwischen Lehrkrankenh&usern mit 1,30 / 1.000 und normalen Regel-
bzw. Grundversorgern mit 1,17 / 1.000 Patiententagen aufgezeigt werden [84]. Aktuelle

Zahlen zeigen eine Inzidenz zwischen 0,4 bis >2,5 / 1.000 Patiententage [81].
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Zudem sind zwischen 1991 und 2003 auf dem nordamerikanischen Kontinent die registrierten
Patientenfalle mit CDAD um ca. 340 % angestiegen (1991: 35.6 / 100.000 Einwohner = 2003:
156.3 / 100.000 Einwohner). Daneben kommt es dort seit 2002 zu einem deutlichen Anstieg
der Nachweise des hypervirulenten C. difficile Ribotyps 027 [67] [92]. Insbesondere wird dieser
Ribotyp vermehrt in Nord- Amerika bei ambulanten Patienten nachgewiesen, die nicht
zwingend die klassischen Risikofaktoren fir eine CDAD (vorangehende Antibiotikatherapie)

aufweisen [51] [40] [59] [92].

Im Rahmen dieser Arbeit wird keine Ribotypisierung der Isolate in der Routinediagnostik der
Mikrobiologie durchgefiihrt, so dass zur Haufigkeit des Ribotyps 027 in den Jahren 2007 und

2008 am Universitatsklinikum Miinster keine Aussage getroffen werden kann.

Allerdings konnen Angaben dazu gemacht werden, bei wie vielen Patienten C. difficile aus
Materialien nachgewiesen wurde, die weniger als 48h nach Krankenhausaufnahme gewonnen
wurden und somit flir einen ambulanten Erwerb der Infektion sprechen. Insgesamt betragt die
durchschnittliche Zeit zwischen Krankenhausaufnahme und Nachweis von C. difficile am UKM
10 Tage in den internistischen Kliniken, 17,25 Tage bei intensivmedizinisch betreuten Patienten,
20 Tage in der Chirurgie, 15,75 Tage in den anderen operativen Fidchern und 4 Tage in den
andere konservativen Féchern, was ebenfalls den Zahlen der CDAD- KISS Datenerhebung

entspricht.

Im Median erfolgte der Nachweis von C. difficile am UKM aus Materialien, die nach einer
Krankenhausaufenthaltsdauer von 13 (2007) bzw. 12 (2008) Tagen gewonnen wurden.
Vergleichbare Beobachtungen machen Chang et al., die in einer retrospektiven Studie in einem
US-amerikanischen Krankenhaus eine mediane Dauer von 12 Tagen bis zum Nachweis von C.

difficile aufzeigen [25].

Am UKM wurden C. difficile in den zwei betrachteten Jahren in n=135 Fallen weniger als 48h
nach Krankenhausaufnahme nachgewiesen. Diese ,importierten” Falle sollen im Folgenden

naher betrachtet werden.

Der Anteil der innerhalb der ersten 48h nach Krankenhausaufnahme gefundenen Fille ist
besonders hoch in der Inneren Medizin. Es zeigt sich, dass in beiden Jahren der Datenhebung
(2007 und 2008) die Innere Medizin inklusive ihrer Unterabteilungen 91,30% / 69,23% aller
ambulant- tagesklinisch C. difficile positiv getesteten Patienten am UKM versorgt. Weitere

4,35% bzw. 17,95% der Patienten mit ambulantem Nachweis von C. difficile wurden in Kliniken
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der Kategorie ,andere konservativen Facher” versorgt wobei der Grofdteil Patienten der

Padiatrie zufallt.

Bei der Analyse der Grunderkrankungen der Patienten mit ,importiertem” C. difficile
Nachweis fallt auf, dass 75% dieser Patienten gemaR der kodierten Hauptdiagnosen
Grunderkrankungen aus dem Bereich der Stammzellerkrankungen und malignen Lymphome

haben.

In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass in den onkologischen Kliniken bei Patienten
mit Erkrankungen des blutbildenden Systems ein Screening von Stuhlproben auf C. difficile vor
Beginn einer myelosuppressiven Therapie empfohlen wird [83]. So kann bei
Symptomentwicklung unter Immunsuppression in der leukopenisch- aplastischen
Behandlungsphase eine schnelle dtiopathogenetische Zuordnung getroffen und eine adaquate
Therapie schneller eingeleitet werden. Deshalb erscheint es wahrscheinlich, dass bei einem
GroRteil der ambulanten Patienten mit C. difficile Nachweis keine C. difficile assoziierte
Infektion vorliegt und die Diagnostik unter einer prophylaktischen Indikationsstellung

durchgefihrt wird [41].

Allerdings erfolgen am UKM 20% der importierten Nachweise von C. difficile bei Patienten, die
an einer chronisch- ulzerdsen, bereits klinisch bekannten Enterokolitis (Morbus Crohn (lleitis
terminalis)) leiden und in ca. 4% der importierten Falle sind die Patienten Organ-
Transplantatempfanger. In diesen Patientengruppen bleibt unklar, ob eine symptomatische
CDAD bestand. Ein prastationdares Screening von asymptomatischen Patienten wird nicht

empfohlen.

Allerdings zeigen Ergebnisse von Issa et al. [43], dass die Inzidenz von C. difficile Infektionen
bei Patienten mit chronischen Darmerkrankungen als Grundleiden in einem Jahr von 1,8% auf
4,6% angestiegen ist. Desweiteren ist bekannt, dass Patienten mit chronischen
Darmerkrankungen haufiger C. difficile Trager sind (91%), jedoch nicht haufiger an einer
behandlungsbediirftigen CDAD leiden. Von diesen 91% sind wiederum 76% ambulant vorstellig
[43].

Bei Clayton et al. [28] wird beschrieben, dass sich diese Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen im Vergleich zu den getesteten gesunden Probanden signifikant mit einem

P-Wert von 0.02 unterscheiden was die Unabhangigkeit beider Testgruppen aufzeigt.
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Zusammenfassend bleibt unklar zu welchem Anteil die ,importiert” nachgewiesenen C.
difficile bei Patienten des UKM auch ambulant erworbene, klinisch manifeste CDAD
reprasentieren, wobei es deutliche Hinweise dafiir gibt, dass ein Teil der Falle durch das
prophylaktische Screening von symptomfreien hamato- onkologischen Patienten zustande

kommt.

Allerdings ist erwadhnenswert, dass Borgmann et al. in einer Untersuchung aus
Suddeutschland nachweisen, dass bei 17,3% eine C. difficile Infektion mit Toxin- Nachweis
(Tcd- positive Patienten) bei ,,outpatients” auftritt, was zu den am UKM beobachteten Zahlen
(20,57% in 2007 bzw. 30,32% in 2008) und den Daten des CDAD-KISS (27,04% in 2007 und
30,82% in 2008) passt [20]. Hierbei wird der multiresistente C. difficile Ribotyp 001

nachgewiesen.

Bezliglich der aktuellen Ausbreitung des Ribotyps 027 in Deutschland und Europa zeigen
Kuijper et al., dass sich der PCR Ribotyp 027 bereits in 16 europdischen Landern nachweisen
liel und die Infektionen dabei durch einen rapid- schweren Krankheitsverlauf nach Ansteckung
und eine hohe Komplikationsrate charakterisiert seien, und besonders bei vorhandenen

Grundleiden schnell zu lebensbedrohlichen Zustanden fiihren kdnnten [50].

In Deutschland werden die Isolate des Ribotyps 027 bislang nur sporadisch nachgewiesen,
gelangen aber immer mehr in den Focus des offentlichen, gesundheitspolitischen Interesses,
da sie gehauft zu direkter, hoher Letalitat flihren. Diese Beobachtung wird auch von Dubberke
und Song et al. gemacht, da aufgrund der schwerwiegenden Entziindung infolge der Toxin-
vermittelten Inflammation der Darmschleimhaut durch Clostridium difficile respektive dessen
Toxin eine durchschnittlich um bis zu vier Tage [82] [31], je nach Schwere und Akut-
Geschehen, verlangerte Hospitalisation und damit eines kostenpflichtigen Aufenthaltes im
Krankenhaus unter speziellen Mallnahmen wie der Isolierung und der speziellen

medikament6sen Therapie des Patienten von Néten ist [89] [54].

Hinweise fiir den Ribotyp 027 gibt es vor allem im siid- westlichen Teil Deutschlands, wo der
Ribotyp 027 nach klinischer Manifestation nachgewiesen werden kann [50]. Dieser erste
Ausbruch von C. difficile des Ribotyp 027 wird im September 2007 in Trier gemeldet, nachdem
Patientenmaterial von 4 Patientenfdllen genauer charakterisiert worden war. Bei drei

Patienten muss durch die von C. difficile hervorgerufene Kolitis bedingt eine Kolektomie
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durchgefihrt werden, wobei insgesamt zwei der vier Patienten an den Folgen der CDAD und

den damit bedingten Komplikationen versterben [49].

So werden bei Kleinauf et al. in der Zeit ab Januar 2007 insgesamt 8 bestatigte und 28
verdichtige Erkrankungsfélle mit Assoziation von C. difficile PCR Ribotyp 027 (16 Manner / 20
Frauen; Durchschnittsalter: 74 Jahre) diagnostiziert [49]. 6 Patienten sterben direkt oder
indirekt an den Folgen der durch die Clostridien verursachten Komplikationen mit Kolitis und
allgemeiner Schwache. Ein zusatzlicher Patientenfall stellt sich als asymptomatischer Trager
des C. difficile PCR Ribotyp 027 heraus. Diese Ergebnisse von Kleinauf et al. zeigen, dass C.
difficile PCR Ribotyp 027 moglicherweise schon endemisch in Deutschland ist, zumindest aber
in der siidwestlichen Region Deutschland im GrofRraum Trier, wie auch die Ergebnisse von Zaif§

et al. aufzeigen [99].

Betrachtet man die Altersstruktur der Patienten mit C. difficile Nachweis am UKM liegt das
durchschnittliche Alter der Patienten mit C. difficile Nachweis bei 45 Jahren. Obwohl mittels
der hier generierten Daten keine altersspezifischen Inzidenzraten berechnet werden kénnen,

zeigt sich, dass 42% der nosokomialen Falle bei Patienten Uber 60 Jahren aufgetreten sind.

Bezliglich der Altersinzidenzen fiir CDAD zeigt sich in der Literatur eine zunehmende
Erkrankungshaufigkeit mit fortschreitendem Alter [67]. Grund hierflir kdnnte ein mit der
Involution des Thymus im alternden Menschen einhergehendes Ungleichgewicht durch
Abschwachung der nativen und gedachtnisbildenden T- Zellen sein [69]. Auch sind die
Fahigkeiten zur Phagozytose und Chemotaxis der dendritischen Zellen und Neutrophilen im
Alter verringert [2] [1]. Auch ist die Schwere der CDAD Symptomatik im Alter erhéht, da hier
die Dehydratation als Folge von massiven Diarrhoen zu einem gravierenden Wasserverlust

fuhrt [76] [16].

In Schweden beispielsweise liegen die Gesamt- Inzidenzzahlen bei 58 /100.000 Patienten.
Unter diesen haben die 60- 79 jéhrigen einen Wert von 121 / 100.000 und die 80- 89 Jahrigen
eine altersspezifische Inzidenz von 315 pro 100.000. Dies fiihrt zu einer starken Kumulation
von CDAD- Féllen in geriatrischen und Rehabilitations- Zentren sowie auf Infektionsstationen

und anderen Subdisziplinen der Inneren Medizin [46].

Interessanterweise sind allerdings sowohl 2007 als auch 2008 6% der Patienten mit C. difficile

Nachweis am UKM jlinger als 5 Jahre. Innerhalb dieser Gruppe von Kindern ist, wie in
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Diagramm 3 dargestellt in 62,5% (2007) bzw. 31,25% (2008) der Félle C. difficile bei Kindern

innerhalb des ersten Lebensjahres nachgewiesen.

Hierzu beschreibt Benson et al. einen Anstieg von 46% in 2001 auf 64% in 2006 im GrofSraum
Chicago/ USA fir den speziellen Bereich der Friihgeborenen- Intensivstation. Besonderes
Augenmerk wird hier auf die Neonaten und Kinder zwischen 15 Tagen und 6 Monaten gelenkt

[17] [70].

Mogliche Ursache fir eine so friihe Infektion mit C. difficile konnte ein unmittelbarer post-
oder peripartaler Kontakt mit C. difficile sein; hierfir kommen als Quellen eine Infektion sub
partu, aber auch die orale Aufnahme durch kontaminierte Lebensmittel [44] [94] oder der

Kontakt mit kontaminierten Flachen sowie Therapie- und Diagnostikinstrumenten infrage.

Die Quelle der Infektion ist entweder die Mutter oder die Exposition zu kontaminierten
Krankenhausoberflachen wie Wilcox et al. beschreiben [97]. Auch ist der Kontakt mit anderen
Kindern unter 2 Jahren signifikant mit CDAD assoziiert, wobei einer Behandlung bzw. der

Exposition mit zwei oder mehr Antibiotika die grofSte Bedeutung beigemessen wird.

Bei der genauen Untersuchung der betroffenen Patienten fallt auf, dass > 95% der Kinder an
angeborenen, gastrointestinalen Pathologien wie z.B. der nekrotisierenden Enterokolitis,

Atresien, gastorintestinalem Prolaps und dem M. Hirschsprung leiden [17].

Die Untersuchungsergebnisse von Pituch et al. [70] machen neben den Ublichen,
schwiachenden Faktoren wie Storung der normalen Mikroflora (Antibiotika- assoziierte und
nicht- Antibiotika- assoziierte), Alter, Immunstatus, Erndhrungszustand, korperlicher
Entwicklungszustand, aktuelle Infektionen und Krebserkrankungen auch den Kontakt zu
anderen, C. difficile tragenden Kindern fir Infektionen und Neu- Kolonisationen
mitverantwortlich. In ihrer Arbeit zeigen sie die asymptomatische Kolonisation von Kindern
unter 2 Jahren; Neonaten und Sauglinge in Europa und den USA sind zu 26,6— 43,5% mit C.
difficile besiedelt [22].

In Japan war der Anteil bei unter 2 Jahrigen sogar bei 84,4%, bei den Kindern tber 2 Jahre und

alter bei 30,3% [57].

Die Arbeiten von Benson et al. [17] und auch die von Pituch et al. [70] zeigen, dass der stetige
Anstieg von jungen Patienten mit community- acquired CDAD ein neues Problem darstellen

kann.
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Neonaten, Kleinkinder und Kinder sind dahingehend besonders stark betroffen und gefahrdet,
da sich ihr gastrointestinales Immunsystem (GALT (gut- associated lymphoid tissue), als
sekundares lymphatisches Organ des MALT (mucosa- associated lymphoid tissue)) noch nicht
vollstandig ausgebildet hat und sich erst als erworbenes (adaptives = spezifisches)
Immunsystem einrichten und etablieren muss. Auch muss sich erst noch die eigene,
physiologische Darmflora auf die neuen Lebens- und Verdauungsanspriiche aulRerhalb des

mitterlichen Korpers einstellen.

Bei einem Erstkontakt dieses adaptiven Immunsystems mit einem Antigen, das in Form eines
Bakteriums, von Viren oder anderer Parasiten prasentiert wird, reagiert es erst nach wenigen
Tagen (5 bis 7 Tage), da es primar iber eine B- und T- Lymphozyten Pragung aktiviert werden
muss und eine Ansiedlung der Bakterien bei einem Nichtvorhandensein von Abwehrfunktionen

stark erleichtert wird [100].

Trotz der Funde und dem relativ haufigen Nachweis von C. difficile bei Neonaten und
Kleinkindern beschreiben unsere Ergebnisse keine Ausbruchdynamik und besondere

Gefahrdung von im UKM behandelten und geborenen Kindern.

Die erhohte Nachweisrate auf Neugeborenenstationen und Kinderintensivstationen kann
daher rihren, dass generell betrachtet Kinder allein schon wegen der
Behandlungsbedurftigkeit  ihrer  Grundleiden (angeborenen  Entwicklungsstérungen/
Frihgeburtlichkeit/ Kaiserschnittentbindung wegen Komplikationen, Erndhrung durch , Nicht-
Muttermilch- Nahrung®) fiir eine Besiedlung und Kolonisation mit C. difficile pradisponiert sind.
Durch diese von Penders et al. [65] gegebene Darstellung stiitzen die Autoren unsere
Annahme, dass die wiederholte Nachweisrate nicht der Charakteristik eines unkontrollierbaren

Ausbruches mit C. difficile assoziierten Krankheiten und Beschwerden am UKM entspricht.

Vonberg et al. [89] zeigen, dass die mediane Verweildauer von Patienten mit C. difficile
assoziierten Komplikationen bei 27 Tagen liegt. Dies bestatigt die im Rahmen dieser Arbeit
gefundenen medianen Verweildauern von 29 Tagen in den beiden Untersuchungsjahren 2007

und 2008 am Universitatsklinikum Munster.

Dies hat fur Krankenhduser und das Personal gesundheitsékonomische Konsequenzen auf
verschiedenen Ebenen. Sind die Patienten langer hospitalisiert bedeutet dies eine zusatzliche
logistische Belastung der Stationssituation etwa durch besondere HygienemaRBnahmen wie die

Isolation der Patienten, Kittelwechsel, Tragen von Handschuhen und zuséatzliche
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Desinfektionsarbeiten [21] [58]. Diese MaRnahmen filihren zu einer zeitlichen Bindung von

arztlichem, pflegerischem und hauswirtschaftlichem Personal [19].

Um die geforderten, gesundheitlichen Standards dennoch aufrecht zu halten und
Mitpatienten adaquat zu schiitzten, steigen die finanziellen Kosten mit jedem Tag, der die
normale Standardliegedauer Uberschreitet stark an. Valide Zahlen und Untersuchungen
bestatigen diese Beobachtungen. So werden bei Kyne et al. [54] in einer nordamerikanischen
Studie, 271 Patienten umfassend, Mehrkosten von umgerechnet 3.669 $ pro Patient
angegeben, dessen nosokomiale Diarrhoe- Symptomatik durch C. difficile Bakterien verursacht
wird; so kommt zu der eigentlichen Liegedauer zur Behandlung der Priméarkrankheit, welche
nicht durch CDAD verursacht wird, eine verlangerte Hospital- Liegedauer von 3,6 Tagen (95%
KI, 1,5 — 6,2 Tage) hinzu. Grinde sich die Verlangerung der Hospitalisierung allein auf die C.
difficile Infektion, erh6éhten sich die Kosten auf bis zu 7400 $ (2984 — 34.860 S) je Patientenfall

und zégen eine median verlangerte Hospital- Liegedauer von 7 Tagen nach sich [54].

Vor dem Hintergrund der gesundheitsékonomischen Konsequenzen ist es wichtig die
nosokomiale Ubertragung von C. difficile einzuddmmen. Symptomatische C. difficile positive
Patienten scheiden eine groRe Menge vegetativer Keime und Sporen aus. Diese Sporen kdnnen
sich ausbreiten und durch z.B. Pflegekrdfte und andere Personen, die direkten korperlichen
Kontakt zu den betroffenen Patienten haben, zu anderen Patienten getragen und lbertragen

werden.

Um eine Transmission von kranken, symptomatischen Patienten durch das Personal zu
vermeiden, ist die Handehygiene als Scheuer- Wisch- Reinigung mit Seife (Alkohol wirkt in
diesem Falle gegen die Sporen nicht) und die Raumreinigung mit sporoziden
Flachendesinfektionsmitteln wie Hydrogen- Peroxid und Natrium- Hypochlorit Losungen
anzuraten wie es von Barbut et al. beschrieben und gefordert wird, wichtig zu beachten [7].
Clostridium difficile und seine Sporen kénnen monatelang tiberleben und sich schnell als de
novo- Infektionsquelle bei sanierten oder auch immungeschwachten Patienten auftun [64]

[93].

Je langer C. difficile auf einer Oberflache lGberdauert, desto langer kann diese eine Quelle fir

Ansteckung und Transmission sein [74].

Daher ist konsequente und immer fortwdhrende Reinigung notwendig, um bei einem

Therapieerfolg keine, auf Grund nachlassiger Hygiene, Reinfektion zu erlangen. Das
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Reinigungs- Management setzt sich aus der in den Leitlinien geforderten Scheuer- Wisch-
Desinfektion und speziellen Handedesinfektion wahrend des Aufenthaltes des kontaminierten
Patienten mit Hande- Desinfektionsmittel und der Spezialreinigung nach Entlassung des
Patienten aus der Einrichtung mit Hydrogen Peroxid und wahlweise mit Natrium- Hydroxid

zusammen, wie in richtungsweisenden Empfehlung von Vonberg et al. dargestellt wird [88].

In unserer Arbeit werden deshalb potentielle, mit C. difficile und dessen Sporen belastete
Oberflachen in Patientenzimmern untersucht, wobei alle Proben vor einer Grundreinigung

oder anderen desinfizierenden MalRnahmen gewonnen werden.

Als ergiebiges Anzuchtmedium fiir C. difficile aus Umweltproben wurde in der vorliegenden
Arbeit CCFB Medium verwendet, welches beispielsweise bei Untersuchungen aus den Jahren
1983 von Buggy et al. [23] und aus dem Jahre 1991 von Clabots et al. [27] eingesetzt wurde.
Stérende Begleitflora kann in gewissem Umfang durch die speziellen Bestandteile der
Nahrbouillon beseitigt werden und so die nachfolgende Diagnostik beim Ablesen von der
Agarplatte erleichtern. Die mit feuchten Oberflachentragern asservierten Proben werden in
CCFB kultiviert und bebritet, auf Agarplatten subkultiviert und abschlieRend wird eine Spezies-

Diagnostik mittels der partiellen 16S- ribosomalen DNA (rDNA)- Sequenzierung durchgefihrt.

Es werden mit diesem Verfahren n=7 Sporenbildner der Gattung Clostridium in der Umgebung
von 60 C. difficile positiven Patienten nachgewiesen (n=3 C. perfringens; n=1 C. barati; n=2 C.

difficile).

Unser Ergebnis zeigt eine geringe Last von C. difficile (3,33 %) in der Umgebung von C. difficile
positiven Patienten. Der Ort der C. difficile Funde und auch derjenige der anderen Clostridien-
Vertreter beschrankt sich auf die Positionen, wo sie zum einen aufgrund der korperlichen
Betdtigung des Patienten ausgeschieden und aktiv verbreitet werden (Bad- Armatur + WC-
Spulung + Spilbecken = patientennah) und zum anderen auf waagerechten Flachen auBerhalb

der Reichweite des Patienten (handfern = patientenfern).

Zahlen von anderen Arbeiten, die ebenfalls kulturelle Techniken anwenden, um C. difficile in
der Umgebung nachzuweisen, ergeben dhnlich niedrige Nachweisraten. So wird bei Clabots et
al. [27] eine Nachweisrate von insgesamt 5% angegeben und ldsst sich gut mit unseren
Ergebnissen von 3,33% vergleichen. Die Positivrate der durch Oberflachentrager gewonnenen
Proben mit anschlieRender Bebritung im CCFB- Bouillon bei Bender et al. belauft sich auf ca.

15 % [15].
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Nachweisverfahren die sich auf molekulare Techniken stiitzen zeigen meist eine wesentlich
hohere Detektionsrate fiir C. difficile aus Umweltproben. So fihren Mutters et al. [64] diverse
Umgebungsuntersuchungen im Patientenzimmer mit dem Ziel Clostridien- kontaminierte
Oberflaichen und zudem Hautoberflichen des Pflegepersonals auf Sporenlastigkeit zu
tiberpriifen, durch. Es wird eine hohe Sporenlast von 6.8 x 10" bis 5.3 x 10" bei sowohl
erkrankten Patienten als auch bei diesen Patienten zugeteilten Pflegekraften entdeckt. Dabei
wurde zur Analyse der Sporenlast eine Real- Time PCR nach Extraktion der Gesamt- DNA direkt

aus dem Umgebungsabstrichtupfer durchgefihrt.

Vorteil dieser hier angeflihrten Methode ist die hohere Sensitivitat des Verfahrens. Durch die
Kultur unabhadngige absolute Quantifizierung der Bakterienkontamination kann die

momentane Besiedlung mit Bakterien und deren Sporen widergespiegelt werden.

Jedoch kann dieses Verfahren ebenfalls nicht die wirkliche Kontamination in den Ergebnissen
abbilden, da nicht zwischen der lebendigen Form (Bakterien und Sporen) und bereits

abgestorbenen, nicht mehr verbreitungsfdahigen Formen unterschieden werden kann [64].

Umweltkontaminationen kénnen zum einen durch eine direkte Ubertagung (Anfassen der
Flachen) entstehen. Dies diirfte z. B. fir die hier beobachteten Kontaminationen der Nasszelle
und der Waschgelegenheiten gelten. Zum anderen zeigen die Funde auf den patientenfernen
Flachen, dass Sporen eventuell auch durch Luftverwirbelungen der Raumluftanlagen und des
alltaglichen Betriebes ubiquitadr in der Raumluft enthalten sein kénnen und sich bei weniger
Luftturbulenzen auf eben diesen Flachen niedersetzten und lber einen langeren Zeitraum dort

akkumulieren, wie dies auch von Roberts et al. beschrieben wird [74].

Hier werden mit speziellen Luft- Filteranlagen in den Patientenzimmern Partikel eingefangen
und unter bakteriologischen Gesichtspunkten bebriitet. Funde von C. difficile, die mittels REP-
PCR identifiziert werden, rangieren hierbei von 53 — 426 CFU / m> Raumluft. Die Verteilung
erfolgt nach Beobachtung effektiver als die der {iblichen, in der Luft enthaltenden Partikel, und
stellt somit auch nach Abwesenheit von CDAD- positiven Patienten immer noch eine

Kontaminationsquelle mit Verbreitungsdynamik dar.

Im Rahmen der durchgefiihrten Umgebungsuntersuchungen wurden neben C. difficile auch C.
barati und C. perfringens nachgewiesen. Flr die humanpathogene Bedeutung von C. barati
gibt es nur wenige Fallbeschreibungen. So wird bei Hall, Pincomb et al. angedeutet, dass das

Typ F Botulismus Toxin, produziert von C. barati, zu neurotoxischen Erscheinungen und auch
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pulmonalen Abszessen fiihren kann; somit also reaktive Prozesse durch Toxinbereitstellung

hervorzurufen in der Lage ist [36] [26].

C. perfringens hingegen ist der Erreger des Wundgasbrands und wie C. difficile ein
Sporenbildner. Wahrend der Umgebungsuntersuchung im Rahmen dieser Arbeit kann C.
perfringens insgesamt viermal nachgewiesen werden; sowohl in dem Patienten- nahen Bereich

als auch, und dies in 75% der Funde, patientenfern.

In einzelnen Arbeiten wird darauf verwiesen, dass C. perfringens auch an der Entwicklung von
Antibiotika- assoziierten Diarrhoen (AAD) durch das produzierte Enterotoxin beteiligt sei [24]

[62] [35].

Von einem Nachweis der Sporen oder Bakterien von C. barati und C. perfringens auf
patientennahen Oberflachen oder moglicherweise transmissionsrelevanten Flachen ist zurzeit

keine Untersuchung bekannt, jedoch ist es interessant diesen Punkt weiter zu verfolgen.
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