Nosokomialkeim von groBBer Wichtigkeit
und methodische Optionen zu seiner
spezifischen diagnostischen Erfassung

Clostridium difficile ist als
strikt anaerob lebendes sporen-
bildendes Stabchenbakterium
Bestandteil der normalen Stuhl-

flora des Menschen.

Die Besiedlungsrate mit diesem,
unter normalen Umstanden eher
harmlosen Erreger, ist in friihester
Kindheit mit bis zu 80 % sehr hoch.
Sie nimmt im Laufe des Lebens stan-
dig ab und liegt im Erwachsenenal-
ter bei durchschnittlich nur noch
2-10%. Unter bestimmten Umstan-
den wie beispielsweise stationarem
Krankenhausaufenthalt kann sie je-
doch leicht iiber 30 % steigen. Diese
Zunahme héngt stark vom Ausmal3
der primaren Kontamination der
Krankenhausabteilung, des Perso-
nals und der Stringenz des ortlichen
Hygienemanagements ab.

Entscheidend fiir die zunehmen-
de und heutzutage hohe klinische
Bedeutung dieses Nosokomialkei-
mes ist seine Ausstattung mit Viru-
lenzfaktoren. Zu den sog. ,klassi-
schen” und gleichzeitig wichtigsten
Virulenzfaktoren zahlen die beiden
hochmolekularen Toxinproteine A
(Enterotoxin) und B (Zytotoxin). Je-
doch besitzen nicht alle Clostridium-
difficile-Stamme die Fahigkeit, diese
Toxine zu produzieren, weswegen
man eine Einteilung in toxigene
und atoxigene Stamme vornimmt.
Letztere machen immerhin einen
Anteil von rund einem Drittel aller
C.-difficile-Stdmme aus. Bei den to-
xigenen Stammen wiederum gibt
es einen nicht unerheblichen Anteil
solcher, die nur ein Toxin, und zwar

ausschlieBlich Toxin B bilden kon-
nen. Dieser Unterschied ist wichtig
fur die Diagnostik, wie im Folgen-
den noch erortert wird.

Neben der Fahigkeit zur Bildung
der Toxine A und B tauchen in den
letzten Jahren jedoch zunehmend
Stamme auf, die sich durch eine Rei-
he weiterer Virulenzmerkmale wie
z.B. zunehmende Resistenz gegen
verschiedene Antibiotika und ver-
starkte Produktion von Toxinen aus-
zeichnen. Derartige Entwicklungen
machen den Keim zu einem wirk-
lichen ,reemerging germ”, dessen
Pathogenitat sich nicht mehr allein
nur auf Personen beschrankt, die in-
folge einer antibiotischen Behand-
lung an einer Clostridium-difficile-
Infektion (CDI) erkranken aufgrund
der breiten und zunehmenden Resi-
stenz der Clostridienstamme gegen
die eingesetzten Antibiotika, son-
dern auch zunehmend unbehandel-
te und nicht hospitalisierte Personen
erfasst. Das bedeutet, dass es nicht
mehr notwendigerweise einer An-
tibiotika-bedingten Unterdriickung

der physiologischen Darmflora be-
darf, um eine ungehemmte Vermeh-
rung von Clostridium difficile zu er-
maglichen. Die CDI geht somit weit
iber die sog. Antibiotika-assoziierte
Diarrhoe (AAD), die ohnedies neben
einer Reihe weiterer Keime wie bei-
spielsweise Clostridium perfringens
und Staphylococcus aureus nur zu
etwa 25 % durch C. difficile verurs-
acht ist, hinaus. Als wesentliche und
lebensbedrohliche Krankheitsbilder
gelten die pseudomembrandse Co-
litis (PMC) sowie das toxische Meg-
akolon. Eine nosokomial erworbene
CDI hat immense 6konomische Be-
deutung mit einem im Durchschnitt
um sieben Tage verlangerten Kran-
kenhausaufenthalt und damit ver-
bundenen zusatzlichen nicht uner-
heblichen Kosten.

Eine schnelle und zuverlassige
Diagnostik einer CDI bei entspre-
chendem Verdacht einer C.-diffi-
cile-bedingten Diarrhoe (CDAD) ist
deshalb von groBter Wichtigkeit.
Einmal um eine weitere noskomi-
ale Verbreitung zu vermeiden, zum

Untersuchungsalgorithmus zum Machweis toxinbildender Clostridium difficile,
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anderen um eine bestehende Anti-
biotikatherapie umzusteuern bzw.
eine gezielte Behandlung gegen
C. difficile einzuleiten. Im Fokus
und an erster Stelle einer Therapie-
entscheidung steht dabei der Nach-
weis der Toxine A und B. Daneben ist
die Erregeranzucht zur Bestimmung
der Antibiotikaresistenz und die
Stammtypisierung von Bedeutung.
Der reine Nachweis von Clostridi-
um-Antigen wie z.B. der Glutamat-
dehydrogenase (GLDH), welche in
jingster Zeit stark propagiert wird,
ist hingegen wenig aussagefahig
und zudem nicht spezifisch, um eine
CDI nachzuweisen. Denn der GLDH-
Nachweis kann einerseits nicht zwi-
schen atoxigenen und den eigentlich
klinisch relevanten toxigenen C.-dif-
ficile-Stammen unterscheiden, an-
dererseits muss auf jeden Fall nach
einem solchen Antigennachweis im-
mer noch ein die Krankheit bewei-
sender Toxinnachweis geflihrt wer-
den. Durch einen vorgeschalteten
Antigennachweis kommt es neben
den vermeidbaren zusatzlichen Ko-
sten nur zu einem unnétigen zusatz-
lichen Zeitverzug, weswegen sich
ein solches Zweistufenverfahren
auch bislang noch nicht in der Rou-
tinediagnostik durchsetzen konnte.
Bedenkt man dariiber hinaus, dass
bei 2-10% gesunder Erwachsener,
bei bis zu 80 % aller Kleinkinder bis
zwei Jahren und bei etwa 30% der
hospitalisierten Patienten C. diffi-
cile nachgewiesen werden kann,
ohne dass spezifische Krankheits-
symptome bei diesen Personen
vorliegen, dann wird klar, dass ein
Antigennachweis nicht wirklich ziel-
fiihrend ist. Selbst bei klinisch-ana-
mnestisch begriindetem Verdacht
auf eine CDI findet man immer noch
in etwa 30 % aller C.-difficile-Isolate
von diesen Patienten, dass es sich
um atoxigene Stdmme handelt, die
nicht in der Lage sind, die fiir eine
CDAD notwendigen Toxine A und B
zu bilden.

Aus diesen Erwagungen heraus
muss dem Nachweis der Toxine A

und B die hdchste Prioritat bei Ver-
dacht einer CDI eingeraumt werden.
Ein von zahlreichen Fachleuten vor-
geschlagener Untersuchungsalgho-
rithmus hingegen, der parallel zum
frihen Toxin-Elisa auch noch die
kulturelle Anzucht vorsieht und da-
durch neben der Maoglichkeit einer
Resistenzbestimmung und Riboty-
pisierung auch noch einen zweiten
Toxintest aus der Kultur erméglicht,
sofern der erste Test direkt aus der
Stuhlprobe mangels Erreger und
Toxinmenge noch negativ war, ist
eindeutig von Vorteil gegentiber all
jenen  Untersuchungsalgorithmen,
die in irgendeiner Stufe der Unter-
suchung einen Antigennachweis
vorsehen.

Die gegenwartig verfiigbaren
und seit Jahren bewahrten Toxin-A/
B-Elisas zeigen unter kontrollierten
Bedingungungen eine hinreichend
gute Sensitivitat zum Nachweis
der klinisch relevanten Toxine. Die
schweren und mittlerweile melde-
pflichtigen Verlaufsformen einer CDI
(toxisches Megacolon, PMC) wer-
den ohnedies rein klinisch gestellt
und entsprechend therapiert, ohne
dass ein Labortest erforderlich ist.

Ein entscheidender und in
jingster Zeit haufig diskutierter
Punkt einer zuverlassigen Diagnos-
tik ist die Stabilitdt der Toxine A
und B in der Stuhlprobe. In diesem
Punkt ist die Literatur weder ein-
deutig noch liegen systematische
Untersuchungen zur Stabilitat der
Toxine vor.

Wahrend die Stuhlproben fiir
den Nachweis der Toxine (Toxin B)
im Zytotoxtest, der immer noch als
Goldstandard angesehen wird, re-
lativ frisch sein miissen, damit die
biologische In-vivo-Aktivitat erhal-
ten bleibt, ist fiir den rein immu-
nologischen Nachweis der Toxine
im Elisa-Test eine Lagerung der
Stuhlproben bei 2-8 °C fiir maximal
drei Tage mdglich. Fir eine langere
Lagerung muss die Stuhlprobe bei

mindestens —20°C  eingefroren
werden. Mehrfaches Auftauen und
Einfrieren sollte jedoch vermieden
werden.

Wenn die schnelle Verbringung
einer auf C. difficile Toxin B zu un-
tersuchenden Stuhlprobe in die
zytotoxische Zellkultur nicht ge-
wahrleistet werden kann, dann
relativiert sich diese Nachweisme-
thode als Goldstandard entschei-
dend. Es muss dann aus der Probe
zunachst eine Anreicherung des
Erregers erfolgen, um danach aus
dem Kulturfiltrat den Zytotox-Test
zu machen. Dadurch verzdgert sich
die Diagnose entscheidend, sodass
der Toxinnachweis mittels Elisa oder
membrangebundenem  Schnelltest
aus der Clostridienanreicherung ei-
nen deutlichen Zeitvorsprung in der
Diagnosestellung bedeutet.

Neuere Trends, mittels PCR die
Toxingene nachzuweisen, bringen
sicherlich einen Sensitivitatsvorteil,
haben allerdings den Nachteil, nicht
sicher zu beweisen, dass tatsachlich
exprimierte und eine CDAD bewei-
sende Toxine in der Stuhlprobe vor-
liegen. Bei einem latenten Clostri-
dientrager — und davon gibt es wie
oben erwahnt nicht wenige — kann
der vermutlich als durch Clostridium
difficile verursachte Durchfall auch
zahlreiche andere Ursachen haben.

So bleibt letzten Endes der di-
rekte Nachweis vorhandener To-
xine A und B mittels Imnmunoassays
kausal die zuverlassigste, schnellste
und kostengiinstigste Methode zur
Identifikation einer durch Clostridi-
um difficile verursachten Diarrhoe.
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