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Vorführender
Präsentationsnotizen
1996, examined 2580 environmental samples in the Cardiff area of South Wales. 
Samples of
soil, water, raw vegetables, farm and pet animal faeces, in
addition to general surfaces in homes, hospitals and
veterinary clinics were examined using a methodology
designed to maximize spore recovery. Their results
showed an overall positivity rate of 7.1% with largely
expected results for soil (21%), pets (7%)
and hospitals (20%). The most significant findings were that 87.5% of
river waters and 46.7% of lake waters tested positive for
C.Difficile as well as 50% of swimming pools, 2.4% of raw
vegetables and 2.2% of surfaces in private homes
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Infektionsart Patienten NI NI Pravalenz Anteil
mit NI (%) Patienten
mit NI (%)
Postoperative Wundinfektionen 543 547 1,31 25,7
Harnweginfektionen 522 522 1,26 24,8
Untere Atemwegsinfektionen 484 487 1.17 23,0
Clostridium difficile Infektion (CDI 143 0,34
rimare Sepsis , ,
Andere gastrointestinale Infektionen 101 103 0,25 4,8
Haut- und Weichteilinfektionen 53 53 0,13 2.5
Systemische Infektionen 48 48 0,12 2,3
Knochen-und Gelenkinfektionen 40 40 0,10 1.9
Augen-,0Ohren-, Nase- und Mund- 28 28 0,07 1.3
Infektionen
Infektionen des kardiovaskuldren 15 15 0,04 0,7
Systems
Infektionen des zentralen 12 12 0,03 0.6
Nervensystems
Infektionen des Reproduktionstraktes 12 12 0,03 0,6
Die haufigsten Spezies
Escherichia coli 281 18.0
Enterococcus faecalis 112 7.2 _
Enterococcus faecium 93 6,0 Deutsche Nationale Punkt-
- Pravalenzstudie
Pseudomonas aeruginosa 87 9.6 zu nosokomialen Infektionen
Staphylococcus epidermidis 82 5,2 und Antibiotika-Anwendung
Klebsiella pneumoniae 55 3.5 2011
Candida albicans 50 3.2

Enterobacter cloacae 45 2.9


Vorführender
Präsentationsnotizen
Insgesamt beteiligten sich 132 Krankenhäuser an dieser Untersuchung mit einer
Gesamtmenge von 41 539 eingeschlossenen Patienten
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Clostridium difficile

All Health
Care-
Associated Surgical-Site Gl Bloodstream
Infections Pneumonia Infections Infections UTIs Infections
pathogen (N=504)7 (N=110) (N=110) (N=86) (N=65) (N=50)
no. (%) rank number (percent)
Clostridium Efﬁcin'e 61 (12.1) 1 0 0 61 (70.9) 0 0
Staphylococcus aureus 54 (10.7) 2 18 (16.4) 17 (15.5) 1(1.2) 2 (3.1) 7 (14.0)
Klebsiella pneumoniae or K. oxytoca 50 (9.9) 3 13 (11.8) 15 (13.6) 1(1.2) 15 (23.1) 4 (8.0)
Escherichia coli 47 (9.3) 4 3(2.7) 14 (12.7) 1(1.2) 18 (27.7) 5 (10.0)
Enterococcus species] 44 (8.7) 5 2 (1.8) 16 (14.5) 5(5.83) 11 (16.9) 6 (12.0)
Pseudomonas aeruginosa 36 (7.1) 6 14 (12.7) 7 (6.4) 1(1.2) 7 (10.8) 2 (4.0)
Candida species| 32 (6.3) 7 4 (3.6) 3 (2.7) 3 (3.5) 3 (4.6) 11 (22.0)
Streptococcus species 25 (5.0) 8 7 (6.4) 8 (7.3) 2 (2.3) 2(3.1) 2 (4.0
Coagulase-negative staphylococcus 24 (4.8) 9 0 7 (6.4) 0 1(1.5) 9 (18.0)
species
Enterobacter species 16 (3.2) 10 3(2.7) 5(4.5) 0 2(3.1) 2 (4.0)

11 000 Patienten

183 KH Magill et al, NEJM 2014
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Vorführender
Präsentationsnotizen
One-day surveys of randomly selected inpatients
 183 hospitals. Of 11,282 patients, 452 had 1 or more health care–associated infections
teams reviewed records for active health care–associated infections only for those patients who were receiving antimicrobial agents for the treatment of active infections or for no documented reason
estimate the total numbers of health care–associated infections and of inpatients with such infections in U.S. acute care hospitals in 2011
Clostridium difficile was the most commonly reported pathogen Clostridium difficile Infection Definition
required a positive result for a laboratory assay for C. difficile toxin A and/or B, or a toxin producing C. difficile organism, detected in a stool sample by culture or other means. 


gemittelter zusatzlicher

Krankenhausauf-
enthalt durch CDI

DELEEIERE 7 gemittelte zusatzliche
Kosten durch CDI

Finnland 2,7
England 14
Niederlande 18 Deutschland 7499 € Vonberg et al. (2008)

Quelle: (Wiegand, J Hosp Irland

Infect. 2012)

Finnland
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Stuhldiagnostik

Kultureller Zytotoxizitatstest

Toxigene Kultur

Glutamatdehydrogenase
(GDH)

Toxin A/B-Elisa

Nukleinsaure-Amplifikations-Verfahren
(NAAT)
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Kultureller Zytotoxizitatstest

Diagnostik und Typisierung von Clostridium difficile

Filtrat des zu untersuchenden Stuhl
wird mit einer Monolayer
Zellrasenschicht inkubiert

Nach 24 bzw. 48 h
wird der Zellrasen auf
zytopathische Effekte
(CPE) untersucht

Vorhandende CPE werden mittels
parallel durchgefihrter
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Neutralisationstest auf Spezifitat
untersucht
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Relativ aufwendig (Zellkultur)
Zeitintensiv

Stark von der Expertise des
auszufihrenden Labors abhéngig

Sensitivitat 75-85%* im Vgl. zur
toxigenen Kultur

fehlende Sensibilitatstestung/
Typisierung

Sehr hohe Spezifitat

1 Planche, Wilcox J Clin Pathol 2011


Vorführender
Präsentationsnotizen
Interpretation des CPE
Toxine können degradieren bei zu langem Transport
Verwendung unterschiedlicher Zellreihen (nicht standardisiert)
Weist hauptsächlich Toxin B, in geringerem Maße Toxin A nach
Wird heute kaum noch durchgeführt
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Toxigene Kultur

Anzucht von C. difficile unter obligat Bestatigung der Toxigenitat => per

anaeroben Bedingungen aus dem Toxin-EIA A/B / Zytotoxizitatstest / PCR
Stuhl - perirektale Abstriche Sensitivitat

Hitze- oder Alkohol- Behandlung der 95,7% 1i.V. zu Stuhlproben
Stuhlproben

Selektiv-Medien
(Unterdriickung der
Begleitflora)

Maoglichkeit der Typisierung und
der Resistenztestung

« wird von ESCMID, SHEA/IDSA als neuer
Goldstandard ftr komparative Studien
empfohlen

Zusatze (Taurocholat =>
Unterstitzung der Germination)

Prareduktion des Mediums in « Nachweis von in vitro Toxinproduktion /
anaerober Atmosphere klin. Relevanz der héheren Sensitivitat
|dentifizierung der Kultur (MALDI- unklar

TOF etc.)

Seite 8 04.11.2014 1Kundrapu et al, Clin. Infect. Dis. 55


Vorführender
Präsentationsnotizen
Häufig wird ein cycloserine, cefoxitin, und fructose agar (CCFA) verwendet
CLOS recherchieren
Elisa von der Kultur gleiche Einschränkungen wie im Stuhl, aufgrund der höheren Toxinlast möglicherweise etwas bessere Sensitivität 87-89% im Vergleich zum CTN 
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Glutamatdehydrogenase (GDH)
« wird von allen C.difficile-Stammen in » Exzellenter NPV (negativ pradiktiver
hohen Konzentrationen produziert Wert) 97,1-100%1
,common antigen* f T
* Screening-Test flr das « Keine Aussage uber klin. Relevanz
Vorhandensein von
C.difficile

@ _]

e Schnell durchfihrbar und
relativ kostenginstig

» Positives Ergebnis bedarf weiterer
Tests

» Hohe Sensitivitat

Seite 9 04.11.2014 1 Burnham and Caroll, Clin. Microbiol. Rev. July 2013


Vorführender
Präsentationsnotizen
Sensititvität 87-100% sowie NPV gleichhoch bleibend egal welchen Goldstandard man annimmt
Kreuzreaktion mit C. sordelli-GDH
Carman et al. testeten 77 RT, Goldberg 6 RT keine RT-spezifische Unterschiede in ´der Performance
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Toxin-EIA
« Am héaufigsten verwendete * Unzureichende Sensitivitat => Klin.
Testverfahren Relevanz?!

* Mono- bzw. polyklonale Antikdrper  « Unzureichende Spezifitat??
gegen C.difficile-Toxine

 Kombiteste, die gleichzeitig auf GDH
« Schnelle Durchfiihrbarkeit und Toxin A/B untersuchen weisen
die gleichen Charakteristika auf, wie

. die entsprechenden Einzeltests
» Kostengunstig

Ag Tox

. DIFF COMPLETE

1Polage et al., Diagn Microbiol Infect Dis., Dec 2012

—

Seite 10 04.11.2014 2Han et al., Am J Infect Control. 2012 May


Vorführender
Präsentationsnotizen
Polage et al.:

925 / 6121 Pat., nur Toxinnachweis, keine kulturelle Bestätigung
deutlich Unterschiede: 
1 pseudomembranous colitis that was missed by toxin testing and no patients with a documented complication attributable to CDI such as toxic megacolon or fulminant colitis requiring colectomy. 

Toxin− patients also had a lower rate of mortality at 6 months, shorter hospital lengths of stay, and required less ICU care than toxin+ patients

2009 toxin-patients had less diarrhea before and after C. difficile testing, and fewer episodes with severe diarrhea or leukocytosis than toxin+ patients, suggesting that toxin− diarrheal episodes were milder.

In späteren Testungen 43.3% Sensitivität im Vgl. zur PCR u. toxigener Kultur

Failure to detect toxins may be due to 
host antibody binding of toxins or 
low in vivo toxin levels from a lack of toxin production,
a low bacterial burden of C. difficile at the time of testing, 
a relative predominance of spores versus vegetative cells
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NAT (Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren)

* Molekularbiologische Verfahren  Nachweis von Genen, statt von
freiem Toxin
« Dienen der Vermehrung und dem = Analytische vs. klinische
Nachweis von bestimmten Zielgenen Spezifitat?
— tcdA / tcdB / tcdC / cdtAB * Report von Kopienzahl?= (CDI

vs. Kolonisation)
* Hohe Sensitivitat 92-99%!*
* Niedrige Turnaround-Zeiten (60-240 Min)!
 Hohe Kosten (Einzeltests) => manche

Kostenmodelle favorisieren dennoch die
Anwendung von NAT

Seite 11 04.11.2014 1 Le Guern et al., Expert Rev. Mol. Diagn. 13(7), 2 Leslie et al., Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 31(12)


Vorführender
Präsentationsnotizen
Cost per test is minimal 25-52$
Keine Retestungen 97,5% Bestätigung des neg. Befunds, keine Verlaufskontrolle, wochenlang positiver Nachweis (niedrige Post-Test-Wahrscheinlichkeit)
colonization by C. difficile is actually protective against the development of CDI when accompanied by an antitoxin antibody response
there is therefore considerable potential to detect toxigenic C. difficile as an innocent (possibly protective) bystander
Thus, the significance of a positive C. difficile PCRCDT after a primary episode of CDI is evidently unclear.
Kostenmodelle 
Kopienzahl? EAI + 10-10000 fache Kopienzahl, dennoch a bei nur NAT+ hohe Kopienzahl, weitere Studien notwendig, Bestimmung der Kopienzahl im niedrigen Bereich schlecht reproduzierbar
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3 Stufen-Algorithmus?

GDH Toxin A/B
+ +
+ i

NAT (tcdA/tcdB/tcdt/cdtAB)

Bewertung

Kein Hinweis auf CDI
Sicherer Hinweis auf CDI
Diskrepanter Befund

Bewertung

Kein Hinweis auf CDI

(Sicherer) Hinweis auf CDI

1 Swindells et al, J. Clin. Microbiol. (2010)
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Clinical Practice Guidelines for Clostridium difficile Infection in Adults: 2010 Update by the
Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA) and the Infectious Diseases Society of
America (IDSA):

Diagnostik und Typisierung von Clostridium difficile

“Currently there is no testing strategy that is optimally sensitive and specific and, therefore, clinical suspicion
and Consideration of the patient risk factors are important in making clinical decisions about whom to treat.”

One potential strategy to overcome this problem is a 2-step method that uses EIA detection of glutamate
dehydrogenase (GDH) as initial screening and then uses the cell cytotoxicity assay or toxigenic culture as
the confirmatory test for GDH-positive stool specimens only.

Polymerase chain reaction (PCR) testing appears to be rapid, sensitive, and specific and may ultimately
address testing concerns. More data on utility are necessary before his methodology can be recommended
for routine testing.

Guidelines for Diagnosis, Treatment, and Prevention of Clostridium difficile Infections (2013):

Nucleic acid amplification tests (NAAT) for C. difficile toxin genes such as PCR are superior to toxins A + B EIA testing as a standard
Diagnostic test for CDI. (Strong recommendation, moderate-quality evidence)

Glutamate dehydrogenase (GDH) screening tests for C difficile can be used in two- or three-step screening algorithms with subsequent
toxin A and B EIA testing, but the sensitivity of such strategies is lower than NAATs. (Strong recommendation, moderate-quality evidence)

If a patient has strong a pre-test suspicion for CDI, empiric therapy for CDI should be considered regardless of the laboratory testing
result, as the negative predictive values for CDI are insufficiently high to exclude disease in these patients. (Strong recommendation,
moderate-quality evidence)

Seite 13 04.11.2014
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Typisierung
Aufgaben: Voraussetzungen:

Surveillance der
epidemiologischen Dynamik

Hohe Diskriminationsfahigkeit

« Objektivierbare, eindeutige
» Charakterisierung von Stammen Ergebnisse

 Erkennen von  Reproduzierbarkeit
Ausbruchsgeschehen /

Verfolgung der Transmission Kosteneffektivitzt

« Maoglicherweise therapeutische
u. diagnostische Konsequenzen

Seite 14 04.11.2014



UKS
Universitatsklinikum
des Saarlandes

Diagnostik und Typisierung von Clostridium difficile

Typisierungsmethoden

Ribotypisierung

Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Multilocus sequence typing (MLST)

Whole-genome-sequencing

Seite 15 04.11.2014



Ribotypisierung

- Gel-basiert

- Sequencer-basiert
(Kapillargel-Elektrophorese)

PFGE

MLST

Whole-genom-
Sequenzierung

Eine weltweite genutzte
Datenbank ist fur die
haufigsten Stamme
etabliert

Gute Diskrimination
Hohe Reproduzierbarkeit
Digitale Daten zum
Austausch verfuigbar

Gute Diskrimination

Gute Diskrimination
Digitale Daten zum
Austausch verfugbar

Phylogenetische Beziehung

werden erfasst

Ultimative Diskrimination
Hohe Reproduzierbarkeit

Standardisierung (Protokolle /
Auswertung) fur Vergleichbarkeit
notwendig

bisher noch keine standardisierte
Nomenklatur

Standardisierung (Protokolle /
Auswertung) fur Vergleichbarkeit
notwendig

Hoher Arbeits- u. Zeitaufwand

Im Vgl. zu Ribotypisierung hohe Kosten
und hoher Arbeitsaufwand

Hohe Kosten, hoher Aufwand
Bioinformatik-Expertise notwendig
Speziallaboren vorbehalten
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Zum Mithehmen:
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Es gibt nicht das ,ideale” -
Testverfahren

standardisierte Algorithmen mit
etablierten schnellen Methoden

Testung nur von symptomatischen
Patienten

Kein Test beweist eine CDI => kein
reflektorischer Therapiebeginn
oder —ausschluss aufgrund eines
Laborergebnisses
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Typisierung ist ein wichtiges
Instrument zur Erfassung der
Epidemiologie, als mogliche
Grundlage therapeutischen
Handelns, diagnostischer
Vorgehensweisen

Ribotypisierung ist mittlerweile das
européaische Standardverfahren

Die gangigen Typisierungverfahren
weisen eine gute
Diskriminationsfahigkeit auf

Whole-Genom-Sequenzierung =>
die Methode der Zukunft?
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