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Allgemeine Informationen

Die Arbeitsgemeinschaft Empfindlichkeitsprüfungen & 
Resistenz der Paul-Ehrlich-Gesellschaft für Chemothera-
pie (PEG) untersucht seit 1975 im Rahmen regelmäßiger 
Datenerhebungen (Longitudinalstudie) die Resistenzsitu-
ation bei klinisch wichtigen Bakterienspezies gegenüber 
Antibiotika im mitteleuropäischen Raum (PEG-Resistenz-
studie). Die Untersuchungen wurden zuletzt im Jahr 
2010 durchgeführt. Ein Merkmal der Studie ist der hohe 
Qualitätsstandard, der u. a. dadurch gewährleistet wird, 
dass alle in einer Erhebungsperiode gesammelten Isolate 
unter Verwendung einer einheitlichen und standardisierten 
Methodik identifiziert und auf ihre Empfindlichkeit gegen-
über Antibiotika geprüft werden. Die Verwendung ein-
heitlicher Methoden und Grenzwerte ist eine wesentliche 
Voraussetzung für die Interpretation der Messergebnisse, 
da Aussagen, die auf unterschiedlichen Testmethoden und 
uneinheitlichen Bewertungsgrenzen beruhen, nur schwer 
miteinander vergleichbar sind.

Die PEG-Resistenzstudie im Jahr 2013 wurde in der Form 
von vier Teilprojekten durchgeführt:

1. Teilprojekt N 
Projekt mit bakteriellen Isolaten aus dem  
niedergelassenen Versorgungsbereich 

2. Teilprojekt H 
Projekt mit bakteriellen Isolaten aus dem  
Hospitalbereich

3. Teilprojekt Cdiff 
Projekt mit Clostridium-difficile-Isolaten von Patienten 
mit C. difficile assoziierter Diarrhoe aus dem niederge-
lassenen Versorgungsbereich und Hospitalbereich

4. Teilprojekt Bk 
Projekt mit Blutkulturisolaten

Alle Bakterienstämme aus den Teilprojekten N, H und 
Cdiff sowie die Gram-negativen Bakterienisolate vom Typ 
3MRGN und 4MRGN aus dem Teilprojekt Bk wurden zur 
Re-Identifizierung und Empfindlichkeitsprüfung an ein 
Referenzlabor versendet.

Die Studie wurde mit Mitteln der Pharmazeutischen  
Industrie finanziert. Folgende Organisationen und Firmen 
waren an der Finanzierung beteiligt:

 � Wissenschafts- und Wirtschaftsdienst des Bundes-
verbandes der Arzneimittel-Hersteller e.V. (BAH)

 � Astellas Pharma GmbH
 � Bayer Vital GmbH
 � Forest Laboratories GmbH (an Allergan Company)
 � GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG
 � InfectoPharm Arzneimittel und Consilium GmbH
 � MSD Sharp & Dohme GmbH
 � Pfizer Pharma GmbH
 � ratiopharm GmbH (ein Unternehmen der Teva GmbH)

Die Arbeitsgemeinschaft dankt den Sponsoren für die 
finanzielle Unterstützung. Ein besonderer Dank gilt Herrn 
Dr. Kroth vom Bundesverband der Arzneimittelhersteller 
für seine Unterstützung bei der Finanzierung der Studie, 
der Fa. Bruker Daltonik GmbH für eine kostenlose Wartung 
des MALDI-Biotyper und der Fa. Merlin Diagnostika GmbH 
für die Produktion der In-vitro-Testsysteme zu Vorzugskon-
ditionen.
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Institut für Medizinische Diagnostik Berlin-Potsdam – 
Medizinisches Versorgungszentrum
12247 Berlin
Verantwortlich: PD Dr. F. Hugo

Medizinisches Versorgungszentrum 
Labor Eveld & Kollegen
45326 Essen 
Verantwortlich: Dr. S. Krämer

Bioscientia Labor Ingelheim 
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Verantwortlich: Prof. Dr. Dr. A. Podbielski, Dr. M. Donat (†), 
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1 Zusammenfassung

Die Arbeitsgemeinschaft Empfindlichkeitsprüfungen & 
Resistenz der PEG untersucht seit 1975 die Resistenzlage 
bei klinisch wichtigen Bakterienspezies aus dem Hospi-
talbereich (Teilprojekt H). Im Jahr 2010 wurde erstmals 
auch die Resistenzlage bei bakteriellen Infektionserregern 
von Patienten im niedergelassenen Versorgungsbereich 
ermittelt (Teilprojekt N). Ziel der Untersuchungen ist es, die 
In-vitro-Aktivität ausgewählter Antibiotika regelmäßig zu 
bestimmen, um so die zeitliche Entwicklung der Resistenz 
bei den genannten Erregern verfolgen zu können. Die 
Studie wird im Abstand von drei Jahren durchgeführt.

Der vorliegende Bericht fasst die Ergebnisse über die 
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen bei Clostridium 
difficile im niedergelassenen (ambulanten) und stationären 
Versorgungsbereich aus dem Teilprojekt Cdiff, das erstma-
lig im Rahmen der PEG-Resistenzstudie 2013 durchgeführt 
wurde, zusammen. Darüber hinaus enthält der Bericht 
Daten zu den in den Stämmen enthaltenen Toxingenen 
sowie zu den in der Studie ermittelten Ribotypen.

Im Zeitraum Oktober bis Dezember 2013 wurden in 
insgesamt 45 Laboratorien für medizinische Mikrobiologie 
jeweils ca. 10 Clostridium-difficile-Isolate aus Stuhlpro-
ben von Patienten aus dem niedergelassenen Bereich (23 
Labore in Deutschland) und Hospitalbereich (21 Labore in 
Deutschland, zwei in der Schweiz und eines in Österreich) 
mit CDI gesammelt. Die Empfindlichkeitsprüfungen er-
folgten in einem Referenzlabor (Antiinfectives Intelligence) 
mittels Agardilution entsprechend der Richtlinie M11-8 des 
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). Zur Einstu-
fung der Bakterien als sensibel, intermediär bzw. resistent 
wurden (soweit vorhanden) die aktuellen klinischen Grenz-
werte bzw. epidemiologischen Cut-off Werte (epidemiolo-
gical cut off values, ECOFF) des EUCAST (Version 5.0 vom 
1. Januar 2015) herangezogen.

Insgesamt wurden im Rahmen der Studie die Antibiogram-
me, Toxintypen und Ribotypen von 481 Isolaten, davon 
244 aus dem niedergelassenen Versorgungsbereich und 
237 aus dem Hospitalbereich, ausgewertet. Neununddrei-
ßig Ribotypen wurden für die Klinikisolate und 33 Riboty-
pen für die ambulanten Isolate ermittelt. Die häufigsten 
Ribotypen im stationären / niedergelassenen Versorgungs-
bereich waren RT001 (n=43, 18,1% / n=49, 20,1%) und 
RT027 (n=41 17,3% / n=51, 20,9%) gefolgt von RT014 
(n=25, 10,6% / n=26, 10,7%) und RT078 (n=15, 6,3% / 
n=10, 4,1%).

Bezugnehmend auf die Toxinproduktion besaßen 60,8% 
der Isolate aus dem Hospitalbereich und 65,6% aus dem 
niedergelassenen Bereich ausschließlich die Gene tcdA und 
tcdB, die für die Bildung der Toxine A und B verantwortlich 
sind. Jeweils ca. 33% der Isolate aus beiden Versorgungs-
bereichen wiesen zusätzlich die Gene ctdA und ctdB für 
die Bildung des binären Toxins CDT auf. Die Isolate der 
Ribotypen RT001 und RT014 bildeten ausschliesslich die 
Toxine A und B, während die Isolate der Ribotypen RT027 
und RT078 zusätzlich das binäre Toxin CDT produzierten.

Einunddreißig Prozent und 41,4% der Isolate aus dem 
Hospitalbereich sowie 33,6% und 48% aus dem ambu-
lanten Versorgungsbereich waren resistent gegen Clin-
damycin bzw. Moxifloxacin. Alle Isolate waren empfindlich 
gegenüber Vancomycin, Metronidazol und Fidaxomicin. 
Zwölf (5,1%) Isolate von hospitalisierten Patienten und 20 
(8,2%) Isolate von Patienten aus dem ambulanten Bereich 
besaßen Rifaximin-MHK-Werte von ≥ 256 mg/l. Eine Resis-
tenz gegen Clindamycin und Moxifloxacin wurde häufiger 
bei den Isolaten der Ribotypen RT001, RT027 und RT078 
als bei den Isolaten von RT014 beobachtet. 
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2 Einleitung

Clostridium difficile ist die häufigste Ursache für die 
Antibiotika-assoziierte Diarrhoe, sowohl im Krankenhaus 
als auch im niedergelassenen Versorgungsbereich [1]. 
Auslöser der Erkrankung ist in der Regel die Störung des 
Darmmikrobioms („Dysbiose“) durch eine vorausgegange-
ne antibiotische Therapie, z. B. mit einem Breitspektrum-
Betalaktam, Fluorchinolon oder Clindamycin. Clostridium-
difficile-Isolate sind häufig resistent gegenüber diesen 
Antibiotika und somit in der Lage, sich unter deren Selek-
tionsdruck zu vermehren [2]. Clostridium-difficile-Infektio-
nen (CDI) reichen von leichter Diarrhoe bis hin zu schweren 
Krankheitsbildern, wie Pseudomembranöse Colitis, toxi-
sches Megacolon, Perforation des Colon und Sepsis, für 
deren Manifestation, neben anderen Virulenzfaktoren, die 
Produktion von Toxinen (Toxin A und B +/- binäres Toxin 
CDT) verantwortlich ist [3-5]. Faktoren für die Entwicklung 
der weltweiten Epidemiologie von CDI in den letzten zwei 
Jahrzehnten waren unter anderem eine veränderte Demo-
graphie (steigende Zahl der Patienten ≥ 65 Jahre) sowie 
die epidemische Ausbreitung hypervirulenter Stämme vom 
Ribotyp 027 (BI/NAP1) und von hypervirulenten Stämmen 
zoonotischen Ursprungs mit Ribotyp 078 [6, 7].

Die Erstlinientherapie von CDI umfasst Metronidazol und 
Vancomycin, wobei Metronidazol zur Therapie bei milden 
bis mittelschweren CDI und Vancomycin bei schweren Ver-
läufen empfohlen wird. Beide Therapieformen sind jedoch 
mit hohen Rezidivraten (ca. 25%) assoziiert [8]. Geringere 
Rezidivraten, im Vergleich zu Vancomycin, wurden unter 
der Therapie mit Fidaxomicin beobachtet [9, 10].

Daten zu Clostridium-difficile-Isolaten aus Deutschland 
beziehen sich überwiegend auf die Epidemiologie von 
Ribotypen bzw. die Wiedergabe von Ausbruchsgeschehen 
in Teilgebieten von Deutschland [6, 11-13]. Die Verfüg-
barkeit von Resistenzdaten aus Deutschland ist hingegen 
limitiert. In einer von 2011 bis 2012 durchgeführten euro-
päischen Studie, mit überwiegender Beteiligung nationaler 
Referenzzentren, wurden neben Daten zur Verteilung der 
Ribotypen, Resistenzdaten von 52 in Deutschland isolierten 
Clostridium-difficile-Stämmen ermittelt. Siebenunddreißig 
Prozent, 48,1% und 3,9% der Isolate waren intermediär  
oder resistent gegen Clindamycin, Moxifloxacin und 
Metronidazol, während alle Isolate gegen Vancomycin und 
Fidaxomicin empfindlich waren [14].

Der vorliegende Bericht informiert über die Ergebnisse zur 
Resistenzsituation bei Clostridium difficile im Jahr 2013 
und berichtet darüber hinaus über die Verteilung der Ribo-
typen sowie den Anteil Toxin-produzierender Stämme.
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3 Material und Methoden

3.1 Stichprobe

An der Untersuchung waren 45 Labore für medizinische 
Mikrobiologie beteiligt. Jedes Labor wurde gebeten, ca. 
10 klinische Clostridium-difficile-Isolate, die als Infektions-
ursache angesehen wurden, in die Studie einzuschließen. 
Fünfundzwanzig Labore (davon 21 in Deutschland, zwei 
in der Schweiz und eines in Österreich) beteiligten sich 
an der Sammlung von Clostridium-difficile-Isolaten aus 
Stuhlproben von Patienten mit Clostridium difficile asso-
ziierter Diarrhoe aus dem Hospitalbereich und 23 Labore 
in Deutschland an der Sammlung entsprechender Isolate 
aus dem niedergelassenen Bereich. Als Zeitraum für das 
Sammeln der Bakterienisolate wurde das 4. Quartal 2013 
festgelegt.

Wiederholte Isolierungen desselben Bakterienstammes 
bzw. mehrere Stuhlproben von einem Patienten wurden 
nicht berücksichtigt.

Die gesammelten Isolate wurden im lokalen Labor 
konserviert und am Ende der Sammlungsperiode an das 
Konsiliarlabor in Homburg verschickt. Wenn die Anzucht 
des Erregers aus den Stuhlproben im lokalen Labor nicht 
möglich war, wurden die Stuhlproben von Clostridium 
difficile Patienten mit positivem Glutamat-Dehydrogenase- 
und Toxin-Nachweis (ELISA, PCR) bei 4°C im lokalen Labor 
asserviert und für die Erregeranzucht an das Konsiliarlabor 
gesendet. 

Folgende demographische und klinische Angaben wurden 
zu jedem Isolat dokumentiert: Laborinterne Nummer, 
Genus und Spezies (Clostridium difficile), Methode der 
Identifizierung (bei Isolierung der Stämme) bzw. Nachweis-
methode (bei Stuhlproben), Isolierungsdatum, Geschlecht 
und Geburtsdatum des Patienten, Art des Untersuchungs-
materials (Stuhl), Probenentnahme (niedergelassener 
Bereich, Klinikambulanz, Normalstation oder Intensivsta-
tion), einweisende Fachrichtung, Erwerb der Infektion 
(ambulant/nosokomial), Angabe zur letzten antibiotischen 
Vorbehandlung.

Die folgenden Angaben zur klinischen Manifestation der 
Clostridium-difficile-Infektion sollten soweit möglich erho-
ben werden, die Beantwortung war jedoch nicht obligat: 
Anzahl der Rezidive, bei schwerer CDI Angabe des Kriteri-
ums für diese Einordnung, Vorliegen einer pseudomemb-
ranösen Kolitis, Vorliegen eines histologischen Nachweises, 
Auslandsaufenthalt, Krankenhausaufenthalt in den letzten 
3 Monaten, Tierkontakte, Chemotherapie/Immunsuppres-
sion, Ernährungsgewohnheiten.

Die Patienten-bezogenen Daten wurden in pseudonymi-
sierter Form erfasst. Am Ende des Sammlungszeitraums 
wurden die dokumentierten Daten von den lokalen Labo-
ren und die Clostridium-difficile-Isolate vom Konsiliarlabor 
an das Referenzlabor in Rheinbach versendet. Dort wurde 
das Ergebnis der Erregeridentifizierung überprüft und 
die Empfindlichkeit der Erreger gegen eine Auswahl von 
Antibiotika mittels Bestimmung der minimalen Hemmkon-
zentrationen (MHK) ermittelt.

3.2 Antibiotika

Folgende Antibiotika wurden in die Empfindlichkeitsprü-
fungen einbezogen (Konzentrationsbereich in Klammern): 
Clindamycin (0,125-512 mg/l), Fidaxomicin (0,008-
16 mg/l), Levofloxacin (0,25-256 mg/l), Metronidazol 
(0,015-64 mg/l), Moxifloxacin (0,063-128 mg/l), Rifaximin 
(0,002-128 mg/l), Vancomycin (0,031-16 mg/l). Alle Kon-
zentrationsbereiche entsprechen denen einer logarithmi-
schen Verdünnungsreihe zur Basis 2.

3.3  Identifizierung der Bakterienstämme 
und Empfindlichkeitsprüfungen

Die Überprüfung der Spezieszugehörigkeit im Referenzla-
bor in Rheinbach erfolgte mit dem MALDI-Biotyper (Micro-
flex, Bruker Daltonik GmbH, Bremen). 

Die MHK-Werte wurden mittels der Agardilution gemäß 
Dokument M11-A8 des Clinical Laboratory Standards 
Institute (CLSI) bestimmt [15]. Als Testmedium diente, wie 
vom CLSI empfohlen [15], Brucella-Agar (Becton Dickinson 
GmbH), der mit 5 g/l Hämin (Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg), 1 g/l Vitamin K1 (Merck KGaA, Darmstadt) 
und 5% lysiertem Schafsblut supplementiert wurde. Für 
die Kontrolltestung von Levofloxacin mit Pseudomonas 
aeruginosa (siehe Punkt 3.4) wurde Mueller-Hinton-Agar 
(MH; Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) verwendet. Zur 
Prüfung der Lebensfähigkeit der Isolate für die Dauer der 
Empfindlichkeitsprüfung (Wachstumskontrollen) wurden je 
eine Brucella- bzw. Mueller-Hinton-Agarplatte ohne Anti-
biotikum zu Beginn, in der Mitte und am Ende der Testung 
mit den Teststämmen inokuliert. 

Die Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika-Kon-
zentrationen (siehe Punkt 3.2) wurden an jedem Testtag 
frisch hergestellt. Das Gesamtvolumen des Nährmediums 
betrug 20 ml pro Agarplatte.

Zur Herstellung des Inokulums wurden am Vortag des Tests 
von einer 48 Stunden alten Clostridium-difficile-Brucella-
Agar-Kultur einige Kolonien entnommen und in 10 ml 
sterile Thioglycolat-Bouillon (Oxoid LTD., Basingstoke, 
Hampshire, England) überführt, die anschließend unter 
anaeroben Bedingungen für 24 Stunden bei 37°C bebrütet 
wurde. Am nächsten Tag wurden nach guter Durchmi-
schung 200 µl der jeweiligen Übernachtkultur entnommen 
und in jede zweite Vertiefung einer sterilen Mikrotitrations-
platte gegeben. Jede zweite Vertiefung wurde gewählt, 
um das mögliche Ineinanderwachsen der Kolonien un-
terschiedlicher Testisolate (auf Grund der hohen Motilität 
von Clostridium difficile) auf den Antibiotika-enthaltenden 
Agarplatten zu verhindern. Die Keimzahl in den Über-
nachtkulturen sollte idealerweise der des McFarland Stan-
dards 0,5 (ca. 1-2 x 108 KBE/ml für viele aerobe und einige 
anaerobe Bakterien) entsprechen; sie kann bei schwächer 
wachsenden Clostridium-difficile-Isolaten aber auch eine 
Zehnerpotenz darunter liegen. Das CLSI gibt an, dass mit 
Clostridium difficile ATCC 700057 bei Einstellung auf den 
McFarland Standard 0,5 eine Keimzahl von 1-4 x 107 KBE/
ml erreicht wird [15]. Zur Herstellung des Inokulums von 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 wurden von einer 
18-24 Stunden alten Mueller-Hinton-Agar-Kultur einige 
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Kolonien entnommen und in 1,8 ml sterile NaCl-Lösung 
(0,9%) überführt. Die Bakteriensuspension wurde ge-
mischt und die Trübung visuell entsprechend der Trübung 
des McFarland-Standards 0,5 eingestellt. Von dieser 
Suspension wurden ebenfalls 200 µl in eine Vertiefung der 
Mikrotitrationsplatte pipettiert. Die Höhe des Inokulums 
wurde für jedes klinische Isolat und jeden Referenzstamm 
(siehe Punkt 3.4) mittels Keimzahlbestimmung überprüft. 
Mit Hilfe eines Replikators wurden 1 µl der Inokula der 
Clostridium-difficile-Stämme bzw. 1 µl des Inokulums von 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 aus der Mikroti-
trationsplatte auf die Antibiotika-enthaltenden Agarplat-
ten überführt. Die mit Clostridium difficile inokulierten 
Agarplatten wurden bei 37°C für 48 ± 1 h in anaerober 
Atmosphäre und jene mit Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 bei 35 ± 1 °C für 24 h in normaler Atmosphäre in-
kubiert. Die Ablesung der MHK erfolgte mit bloßem Auge 
unter Zuhilfenahme des Ableseschemas des CLSI [15].

3.4 Qualitätskontrolle

Zur Sicherung der Qualitätskontrolle wurde der Refe-
renzstamm Clostridium difficile ATCC 700057 in die 
Empfindlichkeitsprüfungen einbezogen. Der Referenz-
stamm Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 wurde zur 
Qualitätssicherung der Empfindlichkeitsprüfungen mit 
Levofloxacin verwendet, da es keinen Toleranzbereich von 
Clostridium difficile ATCC 700057 für dieses Antibiotikum 
gibt. Die Toleranzbereiche für die MHK-Werte der Testsub-
stanzen gegenüber den Referenzstämmen wurden dem 
CLSI Dokument M100-S25 [16] entnommen.

3.5 Datenerfassung und Datenauswertung

Die MHK-Werte wurden zusammen mit den demographi-
schen und klinischen Daten auf einer EDV-Anlage mittels 
Microsoft Excel erfasst und mit Hilfe der Statistiksoftware 
SAS-PC 9.3 ausgewertet.

3.6 Grenzwerte

Zur Bewertung der im Referenzlabor ermittelten MHK-
Werte wurden (wo möglich) die aktuellen klinischen 
Grenzwerte (Version 5.0 vom 1. Januar 2015) bzw. epide-
miologischen Grenzwerte (epidemiological cut-off values, 
ECOFF) des EUCAST herangezogen (Tab. 1) [17, 18]. Das 
EUCAST hat für solche Bakterien- und Antibiotikagruppen 
Grenzkonzentrationen definiert, wo (aus ihrer Sicht) der 
therapeutische Nutzen des Antibiotikums bei Infektionen 
durch den betreffenden Erreger hinreichend belegt ist. 
Das EUCAST hat für Fidaxomicin bisher keinen klinischen 
Grenzwert oder ECOFF festgelegt. Aus diesem Grund 
wurde hilfsweise der ECOFF für Fidaxomicin (Wildtyp: MHK 
≤ 0,5 mg/l) aus der von der Europäischen Arzneimittel 
Agentur (EMA) genehmigten Fachinformation entnommen 
[19]. Weiterhin wurden zur Interpretation der MHK-Werte 
die publizierten Expert Rules des EUCAST berücksichtigt 
[20, 21].

3.7 Statistische Tests

Zur Beurteilung statistisch signifikanter Unterschiede 
zweier Resistenzraten R1 und R2 wurden ihre 95%-Kon-
fidenzintervalle (berechnet nach der Newcombe-Wilson-
Methode ohne Kontinuitätskorrektur) herangezogen: 
Statistisch signifikante Unterschiede liegen vor, wenn keine 
der beiden Resistenzraten im Konfidenzintervall der jeweils 
anderen liegt.

3.8 Molekularbiologische Untersuchungen

Die molekularbiologischen Untersuchungen wurden im 
Konsiliarlabor in Homburg durchgeführt. Der Nachweis der 
Toxin-produzierenden Clostridium-difficile-Isolate erfolgte 
durch eine toxigene Kultur und der Nachweis der entspre-
chenden Toxingene mittels Multiplex-PCR [22, 23].

Die Bestimmung der Ribotypen für die Clostridium-difficile-
Isolate erfolgte mittels PCR-Ribotypisierung und anschlie-
ßender Kapillargel-Elektrophorese mit automatisierter 
Stammzuordnung bezogen auf die umfangreiche Stamm-
sammlung des Konsiliarlabors (binomerics) [24, 25].
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4 Ergebnisse

4.1 Demographische Daten allgemein

Insgesamt wurden die Antibiogramme von 481 Clostridi-
um-difficile-Isolaten ausgewertet. Zweihundertsiebenund-
dreißig Isolate stammten von Patienten aus dem Hospital-
bereich und 244 von Patienten aus dem niedergelassenen 
Bereich. Die Zahl der pro Labor gesammelten Isolate 
variierte bei den hospitalisierten Patienten zwischen 5 und 
15 (Abb. 1) und bei den Patienten aus dem niedergelasse-
nen Bereich zwischen 8 und 15 (Abb. 2). Der Median lag 
jeweils bei 10 Isolaten.

Dreiundachtzig Prozent der Clostridium-difficile-Isolate 
aus dem Hospitalbereich stammten von Patienten auf 
Allgemeinstationen, 13,5% von Patienten auf Intensivsta-
tionen und 3,8% von Patienten aus der Klinikambulanz. 
Die Mehrzahl der hospitalisierten Patienten war männlich 
(53,6%), wohingegen die Anzahl der weiblichen Patien-
ten im niedergelassenen Bereich dominierte (59,4%). Die 
Altersverteilung der hospitalisierten Patienten weist einen 
Median (Interquartilbereich) von 74 (60-81) Jahren auf, die 
der Patienten im niedergelassenen Bereich einen Median 
von 73 (56-84). Für 35,4% (n=84) der Patienten aus dem 
Hospitalbereich und 31,6% (n=77) der Patienten aus dem 
niedergelassenen Bereich stand eine Information zur Ver-
fügung, ob der Patient antibiotisch vorbehandelt worden 
war oder nicht. Von diesen war die Mehrzahl antibiotisch 
vorbehandelt: 68/84 (81%) Patienten aus dem Hospitalbe-
reich; 68/77 (88,3%) Patienten aus dem niedergelassenen 
Bereich. Bei 92,7% der Fälle aus dem Hospitalbereich 
und 86,8% aus dem niedergelassenen Bereich erfolgte 
die letzte Antibiotikabehandlung maximal 3 Monate vor 
Abgabe der Stuhlproben. Die Auswertungen zur klinischen 
Manifestation der Clostridium-difficile-Infektion sind noch 
nicht abgeschlossen.

4.2 Überprüfung der Spezieszugehörigkeit

Die Überprüfung der Spezieszugehörigkeit ergab für 481 
der 486 (99%) gesammelten Clostridium-difficile-Isolate 
ein übereinstimmendes Ergebnis. In 5 Fällen stimmte das 
Identifizierungsergebnis des Referenzlabors nicht mit dem 
Befund aus dem Routinelabor überein. Tab. 2 fasst die 
Ergebnisse der Untersuchungen zur Erregeridentifizierung 
zusammen. Die demographischen Daten (siehe Punkt 4.1) 
und Antibiogramme wurde nur für Clostridium-difficile-
Isolate ausgewertet.

4.3 Ribotypisierung

Bei den Isolaten aus dem Hospitalbereich wurden 39 und 
bei den Isolaten aus dem niedergelassenen Bereich 33 ver-
schiedene Ribotypen (RT) ermittelt; für 26 (11%) bzw. 15 
(6,2%) der Isolate konnte kein Ribotyp bestimmt werden 
(Abb. 3 & 4).

Die meisten Isolate aus dem Hospitalbereich / niederge-
lassenen Bereich konnten den Ribotypen RT001 (n=43, 
18,1% / n=49, 20,1%; gesamt: n=92, 19,1%), RT027 
(n=41, 17,3% / n=51, 20,9%; gesamt: n=92, 19,1%), 
RT014 (n=25, 10,6% / n=26, 10,7%; gesamt: n=51, 

10,6%) und RT078 (n=15, 6,3% / n=10, 4,1%; gesamt: 
n=25, 5,2%) zugeteilt werden. 

Achtzig Prozent der Patienten mit RT001 (n=76/92) und 
RT027 (n=75/92), jedoch nur ca. 60% der Patienten mit 
RT014 (n=31/51) und RT078 (n=15/25) waren älter als 
60 Jahre. Die Mehrzahl der Isolate von RT014 aus dem 
Hospitalbereich wurde von männlichen Patienten (60%) 
und im niedergelassenen Bereich von weiblichen Patienten 
(69,2%) isoliert. Isolate von RT001 und RT027 von hospita-
lisierten Patienten fanden sich zu nahezu gleichen Teilen (je 
ca. 50%) bei beiden Geschlechtern, wohingegen Clostridi-
um-difficile-Stämme von RT001 aus dem niedergelassenen 
Bereich vorwiegend von weiblichen Patienten (65,3%) und 
von RT027 vorwiegend von männlichen Patienten (54,9%) 
isoliert wurden. Clostridium-difficile-Infektionen mit RT078 
wurden in beiden Versorgungsbereichen mehrheitlich bei 
weiblichen Patienten beobachtet (Hospitalbereich: 80%, 
niedergelassener Bereich: 70%).

4.4 Toxinnachweis

Die Gene tcdA und tcdB für die Bildung der Toxine A und 
B fanden sich zu 60,8%, bei den Clostridium-difficile-
Isolaten von Patienten aus dem Hospitalbereich und zu 
65,6% bei den Isolaten von Patienten aus dem niederge-
lassenen Bereich. Dreiunddreißig Prozent bzw. 33,6% der 
Isolate wiesen zusätzlich die Gene ctdA und ctdB für die 
Bildung des binären Toxins CDT auf (Tab. 3). Bei 15 (6,3%) 
Isolaten aus dem Hospitalbereich und 2 (0,8%) Isolaten 
aus dem niedergelassenen Bereich konnten keine Toxin-
gene nachgewiesen werden. Dabei besaßen, unabhängig 
vom Versorgungsbereich, alle Isolate des RT001 und RT014 
nur die Gene für die Bildung der Toxine A und B und alle 
Isolate von RT027 und RT078 zusätzlich die Gene für die 
Bildung des binären Toxins CDT.

4.5 Qualität der Empfindlichkeitstestung

Die zwei Kontrollstämme wurden während des Zeitraums 
der Durchführung der Empfindlichkeitsprüfungen insge-
samt 36-mal in die Empfindlichkeitsprüfungen einbezogen 
(Tab. 4). Die Keimzahl des Inokulums von Clostridium 
difficile ATCC 700057 variierte zwischen 1,4 x 107 bis  
4 x 108 KBE/ml und die von Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 zwischen 1,02 bis 4 x 108 KBE/ml. Die MHK-
Werte von Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 und, 
trotz der vergleichsweise großen Streuung der Keimzahlen 
des Inokulums, auch die MHK-Werte von Clostridium dif-
ficile 700057 stimmten jeweils zu 100% mit den im CLSI 
Dokument M100-S25 [16] ausgewiesenen Toleranzberei-
chen, soweit vorhanden, überein.

4.6  MHK-Häufigkeitsverteilungen  
sowie Verhältnis der sensiblen zu  
den resistenten Stämmen

Die Empfindlichkeitsdaten der Clostridium-difficile-Isolate 
aus dem Hospitalbereich sind in den Tabellen 5-9 und die 
Daten der Isolate aus dem niedergelassenen Bereich in 
den Tabellen 10-14 zusammengestellt. Die Tabellen 5 & 10 
erfassen jeweils die Empfindlichkeitsdaten aller Isolate und 
die Tabellen 6-9 bzw. 11-14 jeweils die Empfindlichkeitsda-
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ten der vier häufigsten Ribotypen. Die Tabellen enthalten 
für jedes untersuchte Antibiotikum die Verteilung der 
MHK-Werte, die kumulative Verteilung in Prozent sowie 
die prozentuale Verteilung der Bakterienstämme nach den 
MHK-Werten auf die Bereiche sensibel, intermediär (sofern 
vorhanden) und resistent.

Alle getesteten Clostridium-difficile-Isolate waren sensibel 
gegen Vancomycin, Metronidazol und Fidaxomicin (Tab. 5 
& 10). Vierundsiebzig (31,2%) bzw. 98 (41,4%) der 237 
Isolate aus dem Hospitalbereich sowie 82 (33,6%) bzw. 
117 (48%) der 244 Isolate aus dem niedergelassenen Ver-
sorgungsbereich waren resistent gegen Clindamycin bzw. 
Moxifloxacin. Isolate, die gegenüber Moxifloxacin resistent 
waren, zeigten ebenso hohe MHK-Werte (≥128 mg/l) ge-
gen Levofloxacin. Die MHK-Werte von Rifaximin betrugen 
für 12 (5,1%) Isolate von hospitalisierten Patienten und 20 
(8,2%) Isolate von Patienten aus dem ambulanten Bereich 
jeweils ≥256 mg/l.

Eine Resistenz gegen Clindamycin und Moxifloxacin wurde 
überdurchschnittlich häufig bei den Isolaten des Ribotyps 
RT001 beobachtet. Bei den Isolaten von Patienten aus dem 
Hospitalbereich waren es 83,7% bzw. 86% und bei den 
Isolaten von Patienten aus dem niedergelassenen Bereich 
89,8% bzw. 91,8% (Tab. 6 & 11). Dem gegenüber fand 

sich bei den Isolaten des Ribotyps RT014 nur gelegent-
lich eine Resistenz gegen Clindamycin und Moxifloxacin 
(Hospitalbereich: 12% bzw. 8%; niedergelassener Bereich: 
3,8% bzw. 0%; Tab. 7 & 12). Ein differenziertes Bild zeigte 
sich bei den Isolaten des Ribotyps RT027, die in beiden 
Versorgungsbereichen deutlich häufiger gegen Moxiflo-
xacin (Hospitalbereich 90,2%; niedergelassener Bereich 
94,1%) als gegen Clindamycin (Hospitalbereich 19,5%; 
niedergelassener Bereich 27,5%) resistent waren (Tab. 8 & 
13). Was den Ribotyp RT078 betrifft, zeigten 40% der Iso-
late von Patienten aus dem Hospitalbereich und 30% der 
Isolate von Patienten aus dem niedergelassenen Bereich 
eine Resistenz gegen Moxifloxacin, während die Resistenz 
(20%) gegen Clindamycin nur unter den Isolaten von Pati-
enten aus dem Hospitalbereich verbreitet war (Tab. 9 & 14).

Die In-vitro-Aktivität von Vancomycin war vergleichbar 
gegenüber den häufigsten vier Ribotypen, wohingegen 
Metronidazol eine 2-4fach höhere Aktivität gegen die Iso-
late des Ribotyps RT078 als gegen die Isolate der anderen 
Ribotypen (RT001, RT014 und RT027) aufwies (Tab. 15). 
Fidaxomicin erwies sich als 2-8fach aktiver gegen Isolate 
des Ribotyps RT001 im Vergleich zu Isolaten mit den Ribo-
typen RT014, RT027 und RT078 und war 2-16fach aktiver 
gegen diese Ribotypen als Metronidazol oder Vancomycin 
(Tab. 15).
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5 Fazit

Die Ergebnisse der Studie weisen aus, dass ca. 30% der 
Clostridium-difficile-Isolate beider Versorgungsbereiche 
resistent gegen Clindamycin und über 41% bzw. 48% 
der Isolate aus dem Hospital- bzw. niedergelassenen 
Bereich resistent gegen Moxifloxacin waren. Diese Daten 
sind nahezu vergleichbar mit den Ergebnissen einer 
europäischen Studie, bei der jedoch die Grenzwerte des 
CLSI (Clindamycin und Moxifloxacin: sensibel ≤ 2 mg/l, 
intermediär 4 mg/l, resistent ≥ 8 mg/l) verwendet wurden 
[14]. In der Studie erweisen sich 36,5% und 48% von 52 
Clostridium-difficile-Isolaten aus Deutschland als vermin-
dert empfindlich oder resistent. Alle Isolate waren, wie in 
der vorliegenden Studie, empfindlich gegen Vancomycin 
und Fidaxomicin. Vier Prozent der Isolate zeigten jedoch 
verminderte Empfindlichkeit oder Resistenz gegen Met-
ronidazol [14], im Vergleich zur vorliegenden Studie, in 
der alle Stämme Metronidazol-empfindlich waren. Gegen 
Rifaximin, das für die Rezidivprophylaxe eingesetzt wird, 
gibt es bereits resistente Stämme (besonders häufig bei 
RT027), so dass Rifaximin nicht ohne vorherige Resistenz-
testung zur Therapie von Clostridium-difficile-Infektionen 
eingesetzt werden sollte.

Die vier prädominanten Ribotypen in der vorliegenden 
Studie waren RT001, RT027, RT014 und RT078. In einem 
Bericht des deutschen nationalen Referenzzentrums aus 
dem Jahre 2013 wurden diese Ribotypen ebenfalls als 
dominierende Ribotypen in Deutschland ausgewiesen [6]. 
Der Literatur entsprechend, wiesen alle Isolate der RT001 
und RT014 nur die Gene für die Bildung der Toxine A und 
B und alle Isolate der RT027 und RT078 zusätzlich die 
Gene für die Bildung des binären Toxins CDT auf [12, 26, 
27, 28]. 

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Erstlinienantibiotika 
Metronidazol und Vancomycin weiterhin für die Behand-
lung von Clostridium-difficile-Infektionen bei Patienten aus 
dem Hospital- sowie niedergelassenen Bereich in Deutsch-
land geeignet sind. Darüber hinaus steht mit Fidaxomicin 
ein weiteres Antibiotikum mit hoher Aktivität gegenüber 
Clostridium-difficile-Isolaten zur Verfügung. Um die Akti-
vität dieser Substanzen zu erhalten bzw. Infektionen mit 
Clostridium difficile zu minimieren oder zu verhindern, sind 
der sachgerechte Einsatz von Antibiotika in der Human-
medizin sowie die Umsetzung geeigneter Maßnahmen 
zur Prävention und Beherrschung von Clostridium-difficile-
Infektionen, sowohl im Umfeld der ambulanten Medizin 
als auch im Hospitalbereich von höchster Wichtigkeit. 
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Abbildung 1:  Untersuchte Clostridium-difficile-Isolate aus dem Hospitalbereich aufgeschlüsselt nach  
der Zahl der Isolate pro Zentrum

Abbildung 2:  Untersuchte Clostridium-difficile-Isolate aus dem niedergelassenen Bereich aufgeschlüsselt nach  
der Zahl der Isolate pro Zentrum
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Abbildung 3:  Verteilung der Ribotypen (RT) bei 237 Clostridium-difficile-Isolaten aus dem Hospitalbereich  
in Prozent

Abbildung 4:  Verteilung der Ribotypen (RT) bei 244 Clostridium-difficile-Isolaten aus dem niedergelassenen Bereich 
in Prozent
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Tabelle 1: Grenzwerte

Wirkstoff
MHK (mg/l)

Quelle (Version)
Sensibel Intermediär Resistent

Clindamycin* ≤ 16 – > 16 EUCAST (2015)

Fidaxomicin ≤ 0,5 – > 0,5 Fachinformation Dificlir™

Levofloxacin keine Grenzwerte vorhanden

Metronidazol ≤ 2 – > 2 EUCAST (v 5.0)

Moxifloxacin* ≤ 4 - > 4 EUCAST (2015)

Rifaximin keine Grenzwerte vorhanden

Vancomycin ≤ 2 – > 2 EUCAST (v 5.0)

*Es wurde der epidemiolofische Grenzwert (epidemiological cut-off value, ECOFF) verwendet.

Tabelle 2: Ergebnis der Identifizierung im Referenzlabor
Gesammelte Isolate aus dem Hospitalbereich Gesammelte Isolate aus dem niedergelassenen Bereich

Spezies n % Spezies n %

Clostridium difficile* 237 98,34 Clostridium difficile* 244 99,59

Bacillus cereus 1 0,41 Lactobacillus casei 1 0,41

Clostridium sartagoforme 1 0,41

Lactobacillus paracasei 1 0,41

Lactobacillus rhamnosus 1 0,41

Gesamt 241 99,98 Gesamt 245 100,00

*Bei der Auswertung der demographischen Daten bzw. der MHK-Häufigkeitsverteilung wurden nur Clostridium-difficile-Isolate berücksichtigt.

Tabelle 3: Ermittelte Toxingene in 481 untersuchten Clostridium-difficile-Isolaten
Isolate aus dem Hospitalbereich (n=237) Isolate aus dem niedergelassenen Bereich (n=244)

Toxingene (Toxin) n % Toxingene (Toxin) n %
tcdA (Toxin A),  
tcdB (Toxin B) 144 60,76 tcdA (Toxin A),  

tcdB (Toxin B) 160 65,57

tcdA (Toxin A),  
tcdB (Toxin B), 
cdtA + cdtB  
(binäres Toxin CDT)

78 32,91

tcdA (Toxin A),  
tcdB (Toxin B), 
cdtA + cdtB  
(binäres Toxin CDT)

82 33,61

nicht vorhanden 15 6,33 nicht vorhanden 2 0,82

Gesamt 237 100,00 Gesamt 244 100,00
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