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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Das Bakterium Clostridioides difficile hat als weltweit haufigster Erreger einer nosokomialen
infektiosen Diarrhoe eine besondere humanmedizinische Bedeutung. Die Inzidenz der
Infektion stieg in den letzten zwei Jahrzehnten an und stellt wegen einer erhdhten Morbiditat

und hoher Behandlungskosten eine Belastung fiir das Gesundheitswesen dar.

Das klinische Bild einer C. difficile-Infektion (CDI) reicht von leichten bis schweren Verlaufen,
die bis zur Entwicklung eines Megakolons flihren kdnnen. Dabei liegt das Risiko fiir ein Rezidiv
bei 30% und steigt mit jeder weiteren Krankheitsepisode nochmals an. Die orale
Antibiotikatherapie gilt derzeit als Therapie der ersten Wahl, doch birgt gerade auch sie das
Risiko einer Rekurrenz, sodass das Bestreben nach neuen praventiven Therapiestrategien

wachst.

In der Pathogenese der CDI kommt der Bildung von erregerspezifischen Toxinen eine grof3e
Bedeutung zu. In friheren Studien korrelierten nachgewiesene Toxin-Antikdrper bei Patienten
mit einem geringeren Rezidivrisiko. Daraus haben sich vielversprechende Ansatze fiir neue
praventive Therapieoptionen (z.B. Anti-Toxin-Antikbrper Bezlotoxumab oder Impfstoffe)
entwickelt. Allerdings ist die natlrliche Immunantwort bei einer CDI noch nicht vollumfanglich
verstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die natirliche Antikérperantwort

wahrend einer CDI zu untersuchen und mit dem klinischen Verlauf zu korrelieren.

Hierflr wurden in der ersten klinischen Studienphase 46 Patienten des Universitatsklinikums
des Saarlandes mit diagnostisch gesicherter CDI rekrutiert. Daten zu Anamnese und Klinik
wurden mittels Fragebogen und Gesprachen mit Patienten und behandelndem
Stationspersonal prospektiv fur die Akutphase der Erkrankung ermittelt. An Tag 1, 3 und 6 (z1
d) nach der CDI-Diagnose erfolgten die Blutabnahmen, um in einer zweiten experimentellen
Studienphase die Plasmaproben auf antigenspezifische Antikbrper gegen Toxin A (Anti-TcdA),
Toxin B (Anti-TcdB), Glutamatdehydrogenase (Anti-GDH) und Cwp84 (Anti-Cwp84) sowie auf

neutralisierende Antikérper zu untersuchen. Fir den Nachweis der Neutralisation wurde ein
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zellkulturbasierter Toxin-Neutralisationstest etabliert. Die Toxine wurden aus konditionierten
Medien von klinischen Isolaten der C. difficile-Ribotypen (RTs) RT014 und RT027 gewonnen.
Zuvor wurde die Wachstums- und Toxinkinetik dieser entsprechenden RTs bewertet, um

konditionierte Medien mit hohen Toxingehalten zu gewinnen.

Bei den meisten Patienten waren Antikorper gegen GDH (85%) und Cwp84 (61%)
nachweisbar, wahrend Anti-TcdA (11%) und Anti-TcdB (28%) nur bei einer Minderheit zu
finden waren. In insgesamt nur geringen Titerstufen (< 1:16) wiesen 26% der Erkrankten
neutralisierende Antikorper gegen die Toxine von RTO027 und eine Untergruppe (11%)
zusétzlich gegen die von RT014 auf. Neutralisierende Antikdrper einzig gegen RT014-Toxine
fanden sich nicht. Im Verlauf des einwéchigen Untersuchungszeitraumes wurde unabhangig
vom Schweregrad der Erkrankung keine Serokonversion und kein Antikérperanstieg

beobachtet, sodass ein Booster-Effekt ausgeschlossen werden konnte.

Es wurde kein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von antigenspezifischen oder
neutralisierenden Antikdrpern und dem klinischen Verlauf der Krankheit festgestellt. Anti-
TcdB-, nicht aber Anti-TcdA-Antikorper, korrelierten mit dem Auftreten neutralisierender
Antikdrper.

Insgesamt waren die Antikorperpravalenzen und Titer neutralisierender und Toxin-abhangiger
Antikorper niedrig; ihr Vorhandensein oder Fehlen stand zudem nicht in Zusammenhang mit
dem Krankheitsverlauf. Es wurden sowohl neutralisierende Antikérper mit breitem Spektrum
als auch mit stammbeschrankter Neutralisierungskapazitdt nachgewiesen, was auf
unterschiedliche neutralisierende Epitope zurlickzufuhren sein konnte. Als weiteres
Kernergebnis konnte eine enge Korrelation zwischen dem Nachweis von Anti-TcdB und der
Fahigkeit zur Neutralisation nachgewiesen werden, was die Annahme bestarkt, dass Anti-

TcdB als funktioneller Antikorper fiir die CDI-Immunantwort sehr bedeutsam zu sein scheint.

Schlussfolgernd sind alternative Therapiestrategien wie z.B. Impfungen nétig, um hohe Titer
der nach naturlicher intestinaler Exposition mit C. difficile bereits vorhandenden niedrigtitrigen

oder gar noch fehlenden neutralisierenden Antikérper zu erzielen.
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1.2 Summary

Clostridioides difficile is the most common agent of nosocomial infectious diarrhea, and has
therefore considerable medical importance. On a global scale, incidence rates of C. difficile
infection (CDI) have risen in the course of the last two decades. Thus, for the healthcare

system, CDI has been recognized as a large burden leading to high mortality and morbidity.

The clinical spectrum ranges from mild to severe courses (e.g. toxic megacolon). The risk of
recurrence is 30% and increases with each additional infection episode. Oral antibiotic therapy
is currently considered the treatment of choice. However, even this treatment poses the risk of

recurrence; hence, efforts to find new preventive treatment strategies are needed.

Previous studies described the correlation between antibodies and a lower risk of disease
recurrence. This finding has led to new promising therapeutic approaches for new therapy
concepts like passive immunization (e.g. with the antibody bezlotoxumab) and vaccination.
However, the specific CDI immune response is not yet completely understood.

In the present study, the prevalence and the course of antigen-specific and neutralizing C.
difficile antibodies during CDI and the correlating clinical course were investigated.

For this purpose, in a first study phase, 46 patients of Saarland University Hospital with
diagnostically confirmed CDI were recruited. Data on medical history and acute symptoms
were prospectively obtained by questionnaire and interviews with patients or attending ward

staff. Blood samples were taken on days 1, 3, and 6 (x1 d) after diagnose.

In the second experimental study phase, patients’ plasma samples were tested for the
presence of antibodies against toxin A (anti-TcdA), toxin B (anti-TcdB), glutamate-
dehydrogenase (anti-GDH) and Cwp84 (anti-Cwp84). Additionally neutralizating antibodies
against toxigenic conditioned media generated by clinical isolates of the ribotypes (RT’s)
RT027 and RT014 was invastigated. For this reason, a cell culture-based toxin neutralization
assay was established. Previously, the growth and toxin kinetics of these RT's were evaluated

to harvest conditioned media with high toxin levels.
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Most patients had antibodies against GDH (85%) and Cwp84 (61%), but antibodies against
TcdA (11%) and TcdB (28%) were only detected in some patients. Neutralizing antibodies
against C. difficile toxins generated by RT027 were found in 26% of samples and a subgroup
of these samples (11%) could also neutralize toxins from RT014; however, no single sample

neutralized RT014 alone. Overall, neutralizing antibody titers were low (< 1:16).

In a one-week follow-up, neither a seroconversion nor a significant antibody increase was
observed, irrespective of disease severity. Consequently, a C. difficile-associated booster
effect could be ruled out. No correlation was found between the presence of antigen-specific
or neutralizing antibodies and the clinical course of disease. Anti-TcdB, but not anti-TcdA

antibodies correlated closely with the occurrence of neutralizing antibodies.

In conclusion, the prevalence and titers of detected toxin-related and neutralizing antibodies
were low. The presence or absence of specific antibodies was not related to the clinical course
of infecion. Furthermore, both broad-range and strain-restricted neutralizing antibodies were
found, which might be related to different neutralizing epitopes. As another main finding, a
close correlation between the detection of anti-TcdB and the capacity for neutralization was
demonstrated, strengthening the significance of anti-TcdB as a functional antibody for the
immune response of CDI. Thus, alternative therapeutic strategies such as vaccination are
needed to achieve protective antibody titers which are not sufficiently generated after natural

intestinal exposure to C. difficile.

10
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2 Einleitung

2.1 Clostridioides difficile

2.1.1 Entdeckungsgeschichte und mikrobiologische Grundlagen

Die Erstbeschreibung von Clostridioides difficile (C. difficile) erfolgte 1935 durch Hall und
O'Toole, nachdem das Bakterium zunéchst unter der Bezeichnung ,Bacillus difficile“ aus der
Darmflora von gesunden Neugeborenen isoliert wurde*®. Der Beiname ,difficile“ (von lateinisch
schwierig) sollte dabei die Schwierigkeit der Isolierung und kulturellen Anzucht zum Ausdruck
bringen. Nachdem insbesondere bei chirurgischen Patienten unter Clindamycintherapie immer
wieder Antibiotika-assoziierte Kolitiden auftraten, wurde das Bakterium schlieRlich im Jahr
1978 von Bartlett et al.®> als kausaler Krankheitserreger beschrieben. Gegenwartig gilt C.
difficile als Hauptverursacher nosokomialer infektioser Diarrhoen™® und zeigt inzwischen in
einigen Gemeinschaftskrankenhdusern vergleichbare Inzidenzen wie Methicillin-resistente

Staphylococcus aureus (MRSA) Nachweise!

C. difficile ist ein grampositives, anaerobes, sporenbildendes Stabchenbakterium, welches
fakal-oral Ubertragen wird?3. GroRBe Mengen Bakterien und Sporen werden tber dinnfliissigen
Stuhl von Infizierten ausgeschieden. Sporen, als Uberdauerungsform der Bakterien resistent
gegen Warme, Austrocknung und zahlreiche Chemikalien, wie auch viele Desinfektionsmittel,
kénnen Uber direkten (z.B. tUber die Hande) oder indirekten Kontakt (z.B. Uber Oberflachen)

Ubertragen werden!?,

Die C. difficile-Infektion (CDI) ist eine toxinbedingte Erkrankung. Bakterienstamme, die keine
Toxine bilden, gelten somit als apathogen; doch nicht jedes Individuum, das sich mit einem

toxigenen Stamm infiziert, erkrankt.

Es besteht die Annahme, dass neben klassischen Risikofaktoren wie hohem Alter und
vorausgegangener Antibiotikatherapie die individuelle Immunantwort eine ganz wesentliche

Rolle in der Krankheitsentstehung zu spielen scheint®#6°86,

11
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2.1.2 Epidemiologie

Die Inzidenz stieg Anfang des 21. Jahrhunderts weltweit an®®°8, Mc Donald et al.®® zeigten eine
Verdopplung der Inzidenz von 31/100 000 im Jahr 1996 auf 61/100 000 im Jahr 2003 in den
USA. Eine &hnliche Entwicklung belegen auch Studien in Europa®!®. In Sachsen
(Deutschland) stieg die Inzidenz von 1,7-3,8/100 000 in den Jahren 2002 und 2003 auf
14,8/100 000 im Jahr 2006*°. In Spanien stieg die Pravalenz von 3,9/10 000 Patienten im Jahr
1999 auf 12,2/10 000 im Jahr 2007°.

Ursache fir den Anstieg der Krankheitsfalle, aber auch fiir die immer schwerer werdenden
Verlaufe, war unter anderem das Aufkommen eines ,hypervirulenten“ C. difficile-Stammes des
Ribotyps (RT) 027, der seit 2003 aus immer mehr Proben stationarer Patienten Nordamerikas

und Europas isoliert wurde’ "398,

Auch wenn altere, hospitalisierte Patienten nach wie vor als Hauptrisikogruppe gelten®, sei an
dieser Stelle ebenso auf einen Anstieg bei jlingeren Patienten ohne Kklassische
Risikofaktoren®57:%, bei Kindern® und Schwangeren!®%’ hingewiesen.
Differenzialdiagnostische Bedeutung findet die Infektion nunmehr auch als Ursache einer
Reisediarrhoe®.

2.1.3 Pathogenese und Klinik

Der Gebrauch von Antibiotika gilt als Hauptrisikofaktor einer CDI"#1%, Entgegen friiherer
Meinungen sind prinzipiell alle Antibiotikaklassen mit dem Auftreten dieser Infektion
assoziiert*!. Insbesondere scheinen jedoch Cephalosporine der zweiten, dritten und vierten
Generation, Clindamycin, Carbapeneme, Fluorochinolone und Aminopenicilline mit
Betalaktamase-Inhibitor mit einem besonderen Risiko behaftet zu sein!®. Die Gefahr zu

erkranken ist im ersten Monat nach Antibiotikagabe am hochsten*!.

Die meist durch Antibiotika geschadigte und in ihrer Homoostase gestorte Darmflora
beglnstigt die Auskeimung der Sporen, das Wachstum vegetativer Formen sowie die
Toxinproduktion des Bakteriums!. Man nimmt hierbei eine strukturelle und funktionelle

Schéadigung des Mikrobioms durch den Erreger an!!!l, Antibiotika zerstéren nicht nur

12
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pathogene, sondern auch fur das physiologische Gleichgewicht essentielle Bakterien. Diese
produzieren zum Bespiel Hydrolase, welches im Darmlumen eine Dekonjugierung der
Gallensaure bewirkt und die Umwandlung primérer in sekundéarer Gallensalze vermittelt.
Fehlen diese physiologischen Vorgange, resultiert ein Anstieg unkonjugierter und primarer
Gallensalze, die die Auskeimung der Sporen beginstigent?3494111 | etztendlich gewinnt C.
difficile einen Selektionsvorteil und kann sich mit der Expression von Pathogenitatsfaktoren an

die Umgebung anpassen.

Patienten leiden typischerweise unter faulig riechenden Diarrhoen!?. Dennoch kann das
Spektrum der Infektion von asymptomatischer Besiedlung Uber milde bis hin zu schweren
Verlaufen mit der Entwicklung einer pseudomembrandsen Kolitis, eines toxischen
Megakolons, lleus oder gar einer Darmperforation mit septischem Schock reichen8!8,
Extraintestinale Manifestationen hingegen stellen eine Raritat dar® 8, Die Wahrscheinlichkeit,
ein Rezidiv zu erleiden, betragt 10-30% und steigt mit jedem nachfolgenden Rezidiv weiter

an76,81.

2.1.4 Risikofaktoren und Komorbiditaten

Neben dem Einsatz von Antibiotika zahlen ein hbheres Patientenalter (= 65 Jahre),
Krankenhausaufenthalte in den letzten drei Monaten, das Wohnen in Altenheimen sowie
abdominelle, insbesondere kolorektale Operationen als Risikofaktoren’>°7286.123 \Wahrend der
Einsatz von Protonenpumpenhemmern in einigen Studien ebenfalls als Risikofaktor

beschrieben wird?#%472_ gilt er in anderen als nicht ausreichend gesichert!!2,

Vor allem Menschen, die unter chronischen Darm-, Lungen-, Nieren-* oder
Tumorerkrankungen leiden und/oder immunsuppressiv behandelt werden, weisen ein

erhohtes Risiko fur eine schwere Infektion auf 7:22%,

13
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2.1.5 Diagnostik

Zur CDI-Diagnostik ist eine zweistufige Diagnostik symptomatischer Patienten aus
Stuhlproben empfohlen?3. Sie soll einen sensitiven Suchtest mit einem spezifischen Test zum

Toxinnachweis kombinieren’.

Als Screeningtests eignen sich der Glutamatdehydrogenase-Enzymimmunoassay (GDH EIA)
oder molekulargenetische Nachweisverfahren?®, Beide Testverfahren weisen eine hohe
Sensitivitat auf und sollen durch einen Bestéatigungstest zum Toxinnachweis erganzt werden?.
Das Bakterium produziert in 2-5% der Falle nur Toxin B!?%; daher sollte die Testung sowohl

die Untersuchung auf Toxin A, als auch auf Toxin B umfassen?3123,

Neben der enzymatischen Testung ist ferner die anaerobe Kkulturelle Anzucht auf
Selektivagarmedien empfohlen'?. Bei positivem Kulturergebnis wird der molekularbiologische

Nachweis der Toxingene und eine Resistenztestung angstrebt’>123,

2.1.6 Therapie

In der US-amerikanischen Leitlinien der IDSA (The Infectious Diseases Society of America)
und der SHEA (The Society for Healthcare Epidemiology of America) sowie in der kirzlich
aktualisierten europaischen Leitlinie der ESCMID (The European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases) wird als Erstlinientherapie bei Erwachsenen flir eine

initiale leichte bis schwere CDI Vancomycin oder Fidaxomicin empfohlen:-92,

Fur sehr schwere, fulminante und komplizierte Verldufe besteht die Mdglichkeit, zur
Standardtherapie Vancomycin zusatzlich Gber eine Magensonde, als Einlauf von rektal oder
Uber ein Kolostoma und gegebenenfalls in Kombination mit einer intravendésen Gabe von

Metronidazol oder Tigecyclin zu erganzens!%2,

Bei schweren Verlaufen, die sich zu einem toxischen Megakolon, einem lleus oder einer
Darmperforation zu entwickeln drohen, sollte stets die viszeralchirurgische Konsultation
erfolgen??392, Wahrend Verzogerungen der chirurgischen Intervention mit einem Anstieg der
Mortalitat verbunden sind®’, konnen Kolektomien, rechtzeitig durchgeftihrt, das Leben kritisch

kranker Patienten retten%7-86,

14
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Neu Einzug in die Leitlinien hat die Empfehlung zum Einsatz des monoklonalen Antikdrpers
Bezlotoxumab gehalten, der bei Rezidivtherapien bzw. bei Behandlungen der

Primarinfektionen von Patienten mit erhéhtem Rezidivrisiko eingesetzt werden soll®2.

Fur Patienten, die unter multiplen Rezidiven leiden, kann ferner eine Erhaltungstherapie mit
Vancomycin sinnvoll sein®. Bei fehlendem Ansprechen kann die Stuhltransplantation als
weitere Therapieoption diskutiert werden’%, Ziel dieser Therapie ist, die durch Antibiotika
gestorte Darmflora, die den Weg zur CDI férmlich bahnt, wiederherzustellen. Hierfur wird
nasogastral oder koloskopisch eine Stuhlsuspension im Darm platziert’. In einer Studie von
Brandt et al.'? konnte gezeigt werden, dass die priméare Heilungsrate (kein Krankheitsriickfall
innerhalb von 90 Tagen nach Transplantation) 91% und die sekundéare (eine weitere
Vancomycintherapie mit oder ohne wiederholte Transplantation) sogar 98% betrug. Zuletzt
wies eine kanadische Studie auf die Beobachtung hin, dass die Applikation kryokonservierter
Stuhlkapseln der koloskopischen Applikation einer Stuhlsuspension nicht unterlegen ist®:.
Gegenwartig warnt die U.S. Food & Drug Administration (FDA) vor dem Risiko fur Infektionen

mit multiresistenten Keimen, die durch Stuhltransplantationen verursacht wurden?.

2.1.7 Pravention

Essentiell fur die Pravention ist der rationale Einsatz von Antibiotika (Antibiotic Stewardship,
ABS). Die antibiotische Therapie sollte gemaf3 der ABS-Vorgaben zuriickhaltend und kalkuliert
erfolgen. Beispielsweise konnte in einer britischen Studie gezeigt werden, dass der reduzierte

Einsatz von Fluorochinolonen zum Riickgang der CDI fiihrte®.

Um Infektionsketten frihmaoglich zu unterbrechen, sind schon bei begriindetem Verdacht und
vor Eintreffen des mikrobiologischen Befundes entsprechende Hygienemal3nahmen
einzuleiten'?®. Neben der Isolierung des Patienten in einem Einzelzimmer mit eigener Toilette
sollte das Tragen von Schutzkitteln und Einweghandschuhen bei engem Patientenkontakt
erfolgen, die vor Verlassen des Zimmers wieder abzulegen bzw. zu verwerfen sind. Ein
Handewaschen zur mechanischen Beseitigung der Erregersporen mit nachfolgender
Desinfektion ist empfohlen, ebenso wie die tagliche Reinigung und Desinfektion (z.B. mit

Peressigsaure oder Natrium-Hypochlorit) patientennaher Flachen (z.B. Nachttisch)?5122.123,
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2.2 Virulenzfaktoren

2.2.1 Toxine

In der Regel bilden toxigene C. difficile-Stamme Toxin A (Gen: tcdA) und Toxin B (Gen: tcdB).
Einige Stamme, wie klassischerweise der RT027, sind daruber hinaus in der Lage, das

sogenannte binare Toxin (Gen: tcdtAB) zu bilden.

Die Toxine A und B sind groR3e Molekile und bestehen aus drei funktionellen Doménen. Ein
N-Terminus mit katalytischer Glucosyltransferase (GT)- und Cystein-Proteinase (CP)-Aktivitat,
eine hydrophobe zentrale Doméne in der Mitte, verantwortlich flr die Translokation des Toxins
in das Zytosol, und aus einem C-Terminus, welcher wichtig fur die Bindung an der Zielzelle ist
(Rezeptorbindungsdomane, RBD)*%31%  Die Toxingene sind auf dem Pathogenitatslokus
(von engl. Pathogenicity Locus, PalLoc) des bakteriellen Chromosoms kodiert'4. Die Bildung
der Toxine ist einerseits von dem Bakterienstamm abhangig und wird andererseits auch von
Umgebungsfaktoren wie beispielsweise dem Nahrstoffgehalt (Glukose, Aminosauren, Biotin)
oder der Temperatur induziert®. Ein ganz wesentlicher Pathomechanismus der Toxine A und
B liegt in der Glykosylierung von Rho-Proteinen. Dies fiihrt neben der inflammatorischen
Wirtsreaktion zur Depolymerisation und somit Zerstorung des Zytoskeletts sowie zum Verlust
der Zellintegritat und schlieBlich zum Zelltod des betroffenen Darmepithels*¢-%,

Welches Toxin gréReren Beitrag an der Pathogenese der CDI leistet, wurde in den letzten
Jahren kontrovers diskutiert. Durch Tiermodelle gestitzt’”5, wurde jahrelang die Hypothese
vertreten, dass Toxin A fur die Symptomatik hauptverantwortlich sei’’. Dieser Annahme
widerspruchlich schien das Aufkommen von C. difficile-Stammen zu sein, die nur Toxin B, nicht
jedoch Toxin A produzierten und dennoch in gleicher Weise virulent waren?®. Anhand eines
Tiermodelles konnte in einer Studie von Lyras et al.”® klar gezeigt werden, dass Toxin B auch
alleine vermag, das Vollbild der Erkrankung auszultsen, wahrend Toxin A in Abwesenheit von
Toxin B nur in wenigen Fallen Symptome verursachte’. Letztendlich kam es in den letzten
Jahren hinsichtlich der Bedeutung der beiden Toxine zum Paradigmenwechsel, der durch die
Einflhrung des monoklonalen Antikorpers Bezlotuxumab® (gegen Toxin B gerichtet und

therapeutisch einsetzbar) noch weiter erhartet wurde.

In Zusammenhang mit vermehrten Krankenhausausbriichen in Nordamerika wurde der
epidemische Stamm RT027 (BI/NAP1) isoliert, der mit besonders schweren

Krankheitsverlaufen und einer erhohten Mortalitat assoziiert ist’382117, Dies ist unter anderem
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mit einer vermehrten Bildung von Toxin A und B411” und der Expression des binaren Toxins
(CDT)® zu erklaren. Das binare ADP-ribosylierende Toxin, dessen Gen in einer Region
auBerhalb des Paloc liegtl”*?, induziert neben Schadigungen des Aktinzytoskeletts®?
Membranausstilpungen in der Zielzelle und kann somit die bakterielle Adhdsion an den

Darmepithelien erhohen'®2,

2.2.2 Non-toxigene Virulenzfaktoren

Auch wenn die Toxine derzeit als Hauptpathogenitéatsfaktor gelten®®?, sei wegen ihrer
immunogenen Eigenschaften an dieser Stelle auf weitere Virulenzfaktoren wie GeiReln!?,
Surface-Layer-Proteine  (SLPs)!® und Zellwandproteine (Cwp66, Cwp84, CwpV)88°

hingewiesen.

Durch die peritrich angeordneten GeilReln besitzt C. difficile die Fahigkeit, sich aktiv zu
bewegen und sich an Epitheloberflaichen zu haften. Im Vergleich zu anderen
oberflachenassoziierten Antigenen weisen die Geil3elproteine zwar eine geringe Variation auf
(FiC und FIliD), besitzen jedoch trotzdem stark immunogene Eigenschaftenl®®2?,
Beispielsweise konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Flagellin sowohl die Aktivierung
von NFkB via Toll-like-Rezeptor (TLR) in mit TLR-5-transfizierten HEK-Zellen induziert, als
auch die Produktion von Interleukin (IL) 8 und dem Zytokin CCL20 in HT29- und Caco-2-

Zellent?!,

Die SLPs uUberdecken die gesamte Oberfliche des Bakteriums und weisen unter den
Stammen eine hohe Variabilitat auf?>3L, In in-vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, dass
sie an Vero-Zellen (eine kontinuierliche Nierenzelllinie), humanen Epithelzelllinien und an
gastrointestinalem Gewebe binden koénnen!®®, Sie werden von dem angeborenen
Immunsystem via TLR-4 erkannt und losen lber unterschiedliche Signalwege die Reifung
dendritischer Zellen sowie die Stimulierung von Makrophagen aus*’. Des Weiteren sind sie in

der Lage, die spezifische humorale Immunantwort auszulésen?’.

Cwp84 ist beispielweise ein oberflachenassoziiertes Protein, das fur die Spaltung von SLP-
Vorlaufern verantwortlich ist*® und neben anderen oberflaichenassoziierten Proteinen

immunogene Eigenschaften besitzen soll®8.
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2.3 Die Wirtsimmunantwort auf C. difficile

2.3.1 Die angeborene Immunantwort

Die Pathogenese der CDI ist initial gepréagt durch eine akute intestinale Entziindungsreaktion,

die durch das angeborene Immunsystem induziert wird.

Die Schleimschicht des Darmes stellt als mechanische Barriere das erste Hindernis fur C.
difficile dar. Das Bakterium hat jedoch Mechanismen entwickelt, die Schleimproduktion zu
reduzieren®®. Branka et al.1® zeigten in ihrer Studie, dass durch Toxin A die IL-8-Ausschittung

stimuliert wird, die wiederum mit einer Inhibition der Muzinsekretion einhergeht.

Mit der Freisetzung antimikrobieller Substanzen wie Cathelicidine und Defensine erfillen
Leukozyten und Paneth-Kérnerzellen eine weitere wichtige Aufgabe. Diese Peptide reduzieren
den durch die Toxine verursachten Schaden und Entziindungsprozess®>431%, Uber einen
weiteren Abwehrmechanismus berichten Savidge et al.’°, Durch Nitrosylierung des Toxins
kommt es zur Abschwachung seiner Aktivitdt, zur Hemmung der Toxinspaltung und des

Zelleintrittso2,

Durchdringen die Toxine dennoch die Schleimschicht, wird Uber ihre GT-Aktivitat die
angeborene Immunantwort aktiviert>. Beispielsweise werden tber NFkB- und MAP-Kinase-
Signalwege intestinale Makrophagen und Monozyten zur Freisetzung multipler
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine stimuliert*>8%18115 Toxin A induziert neben der
NFkB vermittelten IL-8 Freisetzung der Monozyten*® interessanterweise auch eine
neuroinflammatorische Antwort; so stimuliert es die Freisetzung von Neuropeptiden wie

Neurotensin oder Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH)?18,

Neutrophile Granulozyten und Makrophagen werden vor allem durch IL-8 angelockt und finden
so ihren Weg aus dem Blut ins Gewebe’*1%, Die Einwanderung neutrophiler Granulozyten
scheint im Krankheitsgeschehen einen wesentlichen Faktor darzustellen. Kelly et al.52 konnten
diese Annahme mit einem Tiermodell untermauern®. Durch Einsatz des inhibierenden
monoklonalen Antikdrpers CD18 wurde die Einwanderung neutrophiler Granulozyten
gehemmt®2, Unter Exposition mit Toxin A zeigte sich in Kaninchendarmen eine Reduktion der
Flussigkeitssekretion und des histologischen Schadens®. Zuletzt sei angemerkt, dass
intestinale Epithelien mithilfe spezifischer TLRs ebenfalls in der Lage sind, non-toxigene

Antigene zu erkennen*°,
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2.3.2 Die erworbene Immunantwort

2.3.2.1 C. difficile-Antikérperpravalenz beim Menschen

Die aktuelle Datenlage erlaubt aufgrund der grof3en Variabilitat der Ergebnisse keine sicheren
Angaben zur C. difficile-Antikdrperpravalenz. In Abwesenheit einer akuten Infektion sind
Pravalenzen von 10% bis zu 60% beschrieben*3°54, Man nimmt an, dass die
Antikorperproduktion in der Kindheit stimuliert wird und im Erwachsenenalter durch Kontakt
mit C. difficile aus der Umwelt oder durch Kreuzreaktionen mit anderen Clostridien-Spezies

aufrecht erhalten wird®3:54100,

2.3.2.2 Toxin-Antikérper und der Krankheitsverlauf

In zahlreichen Studien wird zwar ein Zusammenhang zwischen der adaptiven, humoralen
Immunantwort und dem klinischen Verlauf der Erkrankung vermutet®445465 jedoch herrscht
bis heute Uneinigkeit dartber, welche und ob Antikdrper geeignete Pradiktoren fir

Krankheitsschwere und Rekurrenz darstellen.

In den meisten alteren Arbeiten wird vorrangig die Meinung vertreten, dass das Vorkommen
von Anti-TcdA mit der Schwere und dem Wiederauftreten der Erkrankung assoziiert sei®*. So
berichteten Warny et al.}'® bereits 1994, dass die IgG-Serumspiegel von Antikérpern gegen
Toxin A bei Patienten mit leichtem Krankheitsverlauf hoher als die von schwer erkrankten
Patienten waren. Signifikant niedrigere Spiegel von Anti-TcdA wurden ferner auch bei
Patienten gemessen, die unter einem Rezidiv litten!®. Kyne et al.%® untermauerten mit ihrer
Studie ebenfalls die Bedeutung von Anti-TcdA fir den Krankeitsverlauf. Sie zeigten, dass
Patienten mit niedrigen Serumantikorpertitern zum Zeitpunkt der Besiedlung ein héheres
Risiko fur eine Erkrankung aufwiesen als Patienten mit hoherem Titer. Ein Jahr spater wies
die gleiche Forschergruppe mit einer prospektiven Kohortenstudie auf einen Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen von Anti-TcdA und dem Rekurrenzrisiko hin. Patienten, die im

Beobachtungszeitraum nicht erneut erkrankten, wiesen signifikant hohere Antikorpertiter auf®®.

Jungere Studien hingegen machen auf die Bedeutung von Anti-TcdB fir den Krankheitsverlauf
und das Rekurrenzrisiko aufmerksam?2. So wiesen Islam et al.** einen um den Faktor drei

verringerten Anti-TcdB-Titer bei an CDI erkrankten Patienten im Vergleich zu einer nicht
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symptomatisch erkrankten Kontrollgruppe nach. Hier waren bei den Titern von Anti-TcdA

zwischen Kontroll- und Fallgruppe keine Unterschiede nachweisbar4,

In einer Studie aus dem Jahr 2019 konnte gezeigt werden, dass hohere Anti-TcdB-Titer zwar
nicht mit der Schwere des akuten Krankheitsverlaufes, jedoch mit einem geringeren
Rezidivrisiko assoziiert waren®°., Demgegeniber steht eine aktuelle Arbeit, in der kein

Zusammenhang zwischen Anti-TcdB und dem Rekurrenzrisiko festgestellt werden konnte®.

Zusammenfassend wird anhand widersprichlicher Studienergebnisse deutlich, dass die

humorale Immunantwort wahrend einer CDI noch nicht in all ihren Facetten verstanden ist.

2.3.2.3 Non-toxigene Antikorper und der Krankheitsverlauf

Neben Antikdrpern gegen Toxine sind aufgrund immunogener Eigenschaften und als
potenzielle Targets aktiver Immuntherapien auch Antikorper gegen Geil3eln, Oberflachen- und
Zellwandantigene Gegenstand der Forschung?°,

Kyne et al.®® berichteten Uiber einen nicht-signifikant héheren Spiegel non-toxigener Antikérper
bei asymptomatischen Tragern im Vergleich zu Erkrankten. Drudy et al.?® konnten keinen
signifikanten Unterschied von SLP-Antikorpertitern zwischen Tréagern, Erkrankten und
Kontrollgruppe feststellen; jedoch belegten sie eine Korrelation zwischen niedrigeren SLP-
IgM-Titern und hohem Rekurrenzrisiko. Péchiné et al.® untersuchten die Rolle der
Immunabwehr gegen die Zellwandproteine Cwp66, Cwp84 und die Geil3elproteine FIiC und
FliD. Sie fanden heraus, dass diese Antigene wahrend des Krankheitsverlaufes exprimiert
wurden und Antikorper gegen diese mindestens zwei Wochen nach Diagnosestellung
nachweisbar waren®. Des Weiteren zeigten sie, dass Antikdrper gegen die Adhasine Cwp66
und Fbp68, die Protease Cwp84 und die Geil3elproteine FIiC und FliD bei Erkrankten im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant niedriger waren®.
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2.4 Neue Therapiestrategien

2.4.1 Intraluminale passive Immunisierung

Die direkte Neutralisierung von Toxinen durch absorbierende Substanzen stellt eine mogliche
alternative Therapieoption dar.

In einer grof3en prospektiven Studie wurde Tolevamer untersucht, ein Polymer, das die Toxine
A und B nicht-kovalent chemisch bindet. Im Vergleich zur Therapie mit Vancomycin und

Metronidazol zeigte sich jedoch eine schlechtere klinische Ansprechrate!?8,

Daneben besteht die Moglichkeit, Toxine mittels entsprechender Antikorper zu neutralisieren.
In einem Hamstermodell konnte gezeigt werden, dass nach Verabreichung aviarer Antikrper
gegen rekombinante Epitope der Toxine A und B die Tiere vor der Erkrankung, der Rekurrenz
und Reinfektion geschiitzt werden konnten®®. Dies scheint auch beim Menschen der Fall zu
sein. In einer Pilotstudie konnten Van Dissel et al.?® zeigen, dass nach oraler Verabreichung
von C. difficile-Anti-IgA in aufbereiteter Molke von immunisierten Rindern keiner der Patienten
wahrend des Beobachtungszeitraumes erneut erkrankte. Insgesamt ist die Wirksamkeit dieser
Therapieoption jedoch nicht ausreichend geklart, da bisher keine groReren Studien

durchgefihrt wurden®,

2.4.2 Parenterale passive Immunisierung

Eine weitere Therapiealternative besteht in der Gabe gepoolter intravendser Immunglobuline
(IVIG). Diese sollen das Toxin binden und neutralisieren. In alteren Studien wurde der
erfolgreiche Nutzen bei chronisch rekurrenten und refraktaren Infektionen beschrieben®.
Abougergi et al.! wiesen in der bisher groRten Arbeit zu diesem Thema jedoch darauf hin, dass
IVIG nicht fir jeden Patienten einen eindeutigen Nutzen zeigten. Neben der Patientenselektion
scheint auch der richtige Zeitpunkt der IVIG-Gabe entscheidend!!%, Insgesamt muss in
weiteren Studien untersucht werden, welches Patientenkollektiv am ehesten profitiert und zu

welchem Zeitpunkt welche Dosis verabreicht werden sollte.
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Ein modernerer und spezifischerer Therapieansatz stellt die Behandlung mit monoklonalen
Antikérpern dar. In einer randomisierten, doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie
untersuchten Lowy et al.”* das klinische Ansprechen nach Gabe von humanisierten
monoklonalen Antikdrpern gegen die Toxine A und B. Antibiotisch vorbehandelten Patienten
wurde eine Infusion der Antikérper verabreicht. Danach wurden sie Gber 84 Tage beobachtet.
Die Rate der Rekurrenz war in dieser Gruppe signifikant niedriger als in der Placebo Gruppe
(7% vs. 25%)"4. Hinsichtlich der Schwere und der Dauer der akuten Erkrankung zeigten sich
keine Unterschiede’.

Als erster monoklonaler Antikérper wurde 2017 Bezlotoxumab zugelassen®®®3, Es handelt sich
um einen spezifischen humanen Antikdrper, der mit hoher Affinitat an das C. difficile-Toxin B
bindet, wodurch die Bindung an die Wirtszellen verhindert und dessen Aktivitat neutralisiert
wird®®7, Indiziert ist er bei Erwachsenen mit hohem Rezidivrisiko zur Vorbeugung
wiederauftretender C. difficile-Infektionen®*392, Da der Antikdrper selbst nicht antibakteriell
wirkt, darf er nur mit Antibiotika eingesetzt werden®’. In zwei groBen Phase 3 Studien konnte
gezeigt werden, dass eine einmalige Gabe von Bezlotoxumab in Kombination mit Antibiotika
das Rekurrenzrisiko deutlich senken konnte!!°. Alle Patienten erhielten eine orale Antibiotika-
Therapie und wurden doppelblind-kontrolliert auf vier Gruppen randomisiert. Sie wurden mit
Actoxumab (gegen Toxin A gerichtet), Bezlotoxumab, einer Kombination beider Antikorper
oder mit Placebo behandelt und Gber 12 Wochen beobachtet. Die Gruppe mit Bezlotoxumab
zeigte eine signifikant geringere Rekurrenzrate als die Placebo-Gruppe (17% vs. 28%). Die
Kombination mit Actoxumab konnte die Rezidivrate nur unwesentlich verandern und auch die
alleinige Behandlung mit Actoxumab zeigte im Vergleich zu der Placebo-Gruppe keinen

signifikanten Unterschied!*®.

2.4.3 Aktive Immunisierung (Impfung)

Das Bestreben, einen Langzeitschutz mittels aktiver Immunisierung (Impfung) zu etablieren,
besteht schon seit Gber 30 Jahren!®®, Ein zentraler Ansatz in der Impfentwicklung ist die
Beobachtung, dass die GT- und CP-Toxin-Doméanen Antikdrper induzieren’’®. Nachdem
Untersuchungen an Tiermodellen zeigten, dass eine aktive Immunisierung mit Toxoid-

Impfstoffen zur Antikérperbildung und zur Verhinderung von Symptomen fiihrten3378, wird
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gegenwartig in klinischen Studien untersucht, inwiefern toxoidbasierte- bzw. rekombinante
Toxin-Peptid-Impfstoffe vor einer Erkrankung schitzen®41%  Daneben bestehen auch
Ansatze der Impfstoffentwicklung gegen Oberflachenproteine, die die Kolonisierungsrate zu

beeinflussen versuchen?.

2.5 Zielsetzung

Fur die weitere Entwicklung neuer Immunisierungsstrategien ist das Verstandnis der
natlrlichen Immunantwort auf CDI unabdingbar; doch obwohl haufig auf die Bedeutung der
naturlichen Antikérper fur den Krankheitsverlauf hingewiesen wird, gibt es hierfiur nicht
ausreichend experimentelle Belege.

Ziel dieser Arbeit war daher, die Pravalenz und Dynamik antigenspezifischer Antikérper (Anti-
TcdA, Anti-TcdB, Anti-GDH, Anti-Cwp84) und ihren Einfluss auf das akute
Krankheitsgeschehen zu untersuchen. Die Funktionalitdt der Antikbrper wurde mit einem
zellkulturbasierten Neutralisationstest gepruft. Aufgrund stammspezifischer Toxinunterschiede
wurden Toxine zweier verschiedener pathogener Isolate (RT014, RT027) verwendet, die durch

die Herstellung konditionierter Medien gewonnen wurden.
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3 Material und Methodik

3.1 Wachstums- und Toxinkinetik

Toxigene konditionierte Medien wurden in-vitro durch Kklinische Isolate (institutseigene
Sammlung) der C. difficile-Stamme RT014 und RTO027 erzeugt und fur den Toxin-
Neutralisationstest verwendet. Zuvor wurde ihre Wachstums- und Toxinkinetik untersucht, um

konditionierte Medien mit hohem Toxingehalt zu gewinnen.

Das Wachstumsverhalten sowie die Toxinproduktion der RTs RT010, RT014 und RT027
wurde Uber einen Zeitraum von 96 Stunden analysiert und ausgewertet. Als Negativkontrolle
diente das konditionierte Medium des non-toxigenen RT010.

Verwendet wurden Klinische Isolate, deren RT und Toxinprofil mittels DNA-Sequenzierung
bestimmt wurden. Fir den zellkulturbasierten Zytotoxizitatstest wurde die Nierenzelllinie Vero
B4 (DSMZ ACC 33, Leibniz Institute, DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH, Braunschweig, Deutschland) verwendet. Die Zelllinie wurde kontinuierlich in
Kultur gehalten und mittels Mycoplasmen-PCR (Venor®GeM Classic, Minerva Biolabs GmbH,
Berlin, Deutschland) auf Mycoplasmenfreiheit tberpruft.

3.1.1 Wachstumskinetik

Vorbereitend wurden die Bakterienstamme auf Blutagar (BD Biosciences, Kalifornien, USA)
ausgestrichen und bei 37 °C in anaerobem Milieu in einer Anaerobierwerkbank (Don Whitley
Scientific, Bingley, Vereinigtes Konigreich) bebritet. 5 ml Brain-Heart-Infusion (BHI) Medium
(Copan, Murrieta, Kalifornien, USA) wurden mit einer Kolonie des entsprechenden Isolates
beimpft. Die drei Flissigmedien wurden mindestens eine Woche in der anaeroben Werkbank

bei 37 °C inkubiert und dienten fur die weiteren Versuche als Inokulum.
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Zum Start der Kinetikversuche wurden 5 ml frische BHI-Flussigmedien (1) (Abbildung 1) mit je
50 ul des entsprechenden Inokulums beimpft. Sie dienten als ,Starterkultur®. Sobald alle
Starterkulturen eine Triibung und somit Wachstum aufwiesen, startete der Kinetikversuch:
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Abbildung 1: Versuchsablauf der Wachstumskinetik. 1a-c zeigt die RTs RT010, RT014, RT027 in Flussigkultur

(,Starterkulturen®). Sobald sie eine Tribung zeigten, wurde die OD bestimmt, um mit der Formel y (ml) = 001600 x0,1

Volumina zu ermitteln, mit der die Quadruplikate (2a-c) beimpft werden sollten. Die ODs und die daraus
berechnenden Volumina werden hier beispielhaft aufgefuhrt. (3) Von den Quadruplikaten (25 ml) wurden zu den
Zeitpunkten O h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h die OD ermittelt und fur die Toxinkinetik 1 ml zentrifugiert, steril
filtriert und aliquotiert.

Pro RT wurde ein Quadruplikat a 25 ml BHI (BD Bacto, BD Biosciences, Kalifornien, USA) (2)
mit der ,Starterkultur® (1) beimpft.

Um jede neue Flussigkultur (2) mit der gleichen Bakterienmenge zu beimpfen, wurde zunachst

von 1 ml der Flussigkultur (1) mittels Photometer die optische Dichte (OD) ermittelt und unter

Anwendung der Formel: y (ml) = *x 0,1 das entsprechende Volumen ,y“ pro Stamm

ODgo0

berechnet.
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Sobald die Flissigkulturen (2) mit den entsprechenden Volumina beimpft wurden, wurden von
diesen die ODs zu den Zeitpunkten O h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h gemessen. Hierflur

wurde von jeder Flissigkultur (2) 1 ml entnommen.

Fur die nachfolgenden Versuche zur Toxinkinetik wurden Uberstande der
Bakteriensuspension zu den entsprechenden Zeitpunkten aliquotiert und bei -70 °C
eingefroren: Pro RT wurden hierflr 1 ml der Flussigkultur bei 21,1 g fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand (konditioniertes Medium) wurde abpipettiert und steril filtriert. Verwendet wurden

Filter mit einer PorengréRe von 0,2 pum.

Es wurden vier unabhéngige Replikate zu je vier technischen Wiederholungen (Quadruplikate)

durchgefihrt.

3.1.2 Toxinkinetik

Die Zytotoxizitat der RT014- und RT027-Toxine (konditionierte Medien) wurde Uber einen
Zeitraum von 96 Stunden in Zellkultur untersucht. Als Negativkontrolle dienten konditionierte

Medien des non-toxigenen RTO010.

3.1.2.1 Die Zellkultur

Vero B4 (monkey, African green, kidney) ist eine etablierte Zelllinie, die von Nierenzellen der
Griunen Meerkatze stammt. Sie zeigt fibroblastenahnliche Eigenschaften und wachst adhéarent
in Monolayer. Neben dem haufigen Einsatz fir Virusisolationen findet diese Zellkultur auch

Anwendung in zahlreichen Plaque-Assays®®.

Zur Zellpassage wurde zunéchst das Kulturmedium ,Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 Medium® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) ohne Bertihrung der
am Boden wachsenden Zellen abgesaugt. Daraufhin wurden die Zellen mit 5 ml auf 37 °C
vorgewarmter Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen; dabei sollten vor allem
Reste des Fetalen Kalberserums (FCS) entfernt werden, welche das im nachsten Schritt

verwendete Trypsin in seiner Wirkung inhibieren wirden. Die Pufferlosung PBS enthalt 137
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mM Natriumchlorid (NaCl), 2,7 mM Kaliumchlorid (KCI), 10 mM Dinatriumhydrogenphosphat
(Na;HPO,) und 1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,). 1 ml der auf 37 °C
vorgewarmten Trypsin Losung wurde auf die Zellen gegeben, durch Schwenken der Platte
verteilt und bei 37 °C fir 10 min inkubiert.

Trypsin ist eine Endopeptidase, welche den Zell-Matrix-Verband andaut und die Zellen vom
Boden des ZellkulturgefaBes |6st. EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) bildet als
Komplexbildner besonders stabile 1:1-Komplexe mit Kationen einer Ladungszahl von
mindestens +2. Wegen der vier Carboxylgruppen, die neben den beiden freien
Elektronenpaaren des Stickstoffatoms ebenfalls fir eine Komplexverbindung zur Verfigung
stehen, kann sich EDTA auch sechsfach an ein Kation binden. Durch die Komplexierung von

Caz* werden die Zell-Zell-Verbindungen gelost.

Nach der Inkubation erfolgte die Beobachtung unter dem Lichtmikroskop; die Mehrzahl der
Zellen sollte abgerundet und vom Untergrund des KulturgefalRes abgeldst sein und in der
Trypsin-Loésung schwimmen. Um das Abldsen weiterer Zellen zu erleichtern, wurde der Boden
des Zellkulturgefalies vorsichtig beklopft. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden 2 ml Medium
hinzugegeben (zweifache Menge der Trypsin/EDTA-L6sung). Mittels einer 5 ml-Stabpipette
wurden die noch lose anhaftenden Zellen abgespiilt, mit der Pipette suspendiert und in ein 50
ml-Falcon-Réhrchen gegeben. Es erfolgte die Zentrifugation bei 1400 rcf (relative centrifugal
force) fur 5 min. Das Trypsin/EDTA-Medium-Gemisch wurde abpipettiert und das Pellet in 3
ml frischem Medium aufgenommen. Je 1 ml Zellsuspension wurde auf eine Petrischale mit 10
ml frischem Kulturmedium (RPMI 1650 + 10% FCS) gegeben und bis zur nachsten Passage
bei 37 °C kultiviert.

Es wurde stets mit Zellsuspensionen gearbeitet, die eine Vitalitat von mindestens 95%
aufwiesen. Diese wurde mithilfe des TC20™ Automated Cell Counter (Bio RAD, Hercules,

Kalifornien, USA) bestimmt.
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3.1.2.2. Durchfuhrung und mikroskopische Beurteilung

Die konditionierten Medien, geerntet zu unterschiedlichen Zeitpunkten, wurden zunachst in
einer Dreier-Verduinnungsreihe (1:3 bis 1:2187) auf die Zellen gegeben.

Die Vitalitat der Zellen wurde sowohl mikroskopisch beurteilt, als auch mittels MTT-Assay
(Sigma, M-2128, St. Louis, Missouri, USA) quantifiziert (siehe Abschnitt 3.1.2.3). Als

Negativkontrolle diente der Uberstand des non-toxigenen RT010.

Mit einer Mehrkanalpipette wurden aus den Kavitaten der ersten horizontalen Reihe 50 ul
Toxin aufgenommen, in die Kavitaten der nachste Reihe gegeben und mit RPMI Medium
gemischt (Abbildung 2). Die Verdinnungsreihe wurde analog fortgefuihrt. Die letzten 50 ul
wurden verworfen. Bis auf die Vertiefungen der ersten horizontalen Reihe, die 50 ul Toxin

(konditioniertes Medium) enthielten, befanden sich nun in jeder Vertiefung 100 upl Volumen.

Toxinzu Zeitpunktx 100 i ZeIIsusperl\sion pro Kavitat
—= [
wu, (000000000000 | (1) 100u Toxin (OOOOOOOOOOO0)
ou . | 900000000000 QOO
21 000000000000 e sl sles e
(3) - z::::: 8 : 900000000006
Sour, 2) 100 I eleleeleeleeleleel®)
50t [ 8 8 (N) h pd_ O (V\J % o 8 ole E‘\ry\ }“)V\?’\
s |SSEEOSESEER | Hanmmacum | OOCOGOGOOONT
- | 000000000000 alele’e’e'elela'ala'a’e)
" 000000000000 9]0[00/0/0/000/0.0/0)

(4) Je 25 pl Toxin werden in Kavitdtenmit Zellen gegeben 4

Abbildung 2: Herstellung der Dreier-Verdinnungsreihe. (1) Die Kavitaten der ersten Reihe wurden mit nativem
Toxin (konditioniertes Medium), (2) die Kavitaten der Gbrigen Reihen mit Nahrmedium (RPMI) beschickt. (3) Mit
einer Mehrkanalpipette wurden aus den Vertiefungen der ersten horizontalen Reihe 50 pyl Toxin aufgenommen, in
die Vertiefungen der néachsten Reihe gegeben und mit RPMI Medium gemischt. Die Verdunnungsreihe wurde
analog fortgefuhrt. (4) Daraufhin wurde das Toxin (konditioniertes Medium) mit einer Mehrkanalpipette auf die
Mikrotiterplatte, beschickt mit Zellen, Gbertragen. Es wurden stets Doppelansatze angelegt.

Es wurden je 25 ul der verdlinnten Toxine (konditionierte Medien) auf die Zellkulturplatte
Ubertragen. Dabei wurden die Toxine in der Reihenfolge von der niedrigsten bis hin zur
hochsten Verdinnung pipettiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation (24
h) wurden die zytopathischen Effekte mittels Inversmikroskop beurteilt (Abbildung 3).
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Die Dreier-Verdinnungsreihe beginnend mit einer Verdinnung um den Faktor 1000 wurde
fortgefuhrt, wenn bis zu einer Verdinnung um den Faktor 2187 ein zytopathischer Effekt

nachweisbar war.

[vitale Zellen, konﬂuenter]

3
Zellrasen I [abgerundete: tote Zellen ] 0k [ tote und vitale Zellen ]

Abbildung 3: Morphologische Beurteilung mittels Phasenkontrastmikroskopie

3.1.2.3 MTT-Assay

Mittels MTT-Assay wurde die Zytotoxizitdt der RT014- und RT027-Toxine (konditionierte
Medien) Uber einen Zeitraum von 96 Stunden quantitativ erfasst. Als Negativkontrolle dienten
konditionierte Medien des non-toxigenen RT010.

Der MTT-Test ist ein quantitativer, kolorimetrischer Test, welcher auf der Reduktion des
gelben, wasserldslichen Farbstoffs MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid) durch mitochondriale Enzyme in blau-violette Formazane
beruht. Diese Formazankristalle werden durch Zugabe von SDS-Puffer
(Natriumlaurylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate) aus der Zelle freigesetzt, geldst und
spektrometrisch gemessen. Die Extinktionswerte sind proportional zu dem in den Zellen
reduzierten MTT. Da der Vorgang ausschlief3lich in stoffwechselaktiven, lebenden Zellen
ablauft, ist der MTT-Assay ein geeignetes Verfahren, um die metabolische Aktivitat von

Zellen anzuzeigen®.

2,5 ml des MTT-Pulvers (Sigma, M-2128, St. Louis, Missouri, USA) wurden in 1 ml PBS
gelost. Des Weiteren bengtigte man eine SDS/DMF/Essigsaure-Ldsung, bestehend aus
100 ml 30% SDS, 50 ml DMF (Dimethylformamid) und 2,6 ml Essigsaure (100%); der pH-

Wert wurde auf 4,7 eingestellt.
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Pro Well wurden 100 pl MTT-Reagenz hinzugegeben. Die Platte wurde fir 2 Stunden bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt, daraufhin
wurden 100 pl SDS/DMF/Essigsaure-Ldsung dazu pipettiert. Es erfolgte die Inkubation
der mit Aluminiumfolie geschitzten Platte bei Raumlufttemperatur Uber Nacht. Am
nachsten Tag konnte der Farbumschlag mit einem ELISA Reader (Sunrise, TECAN,
Mannedorf, Schweiz) bei Wellenldangen von 570 nm Absorption und 630 nm Extinktion

gemessen werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: MTT-Assay des Toxinkinetik-Versuches zu den Zeitpunkten 0 h, 6 h, 12 h, 24 h. Abgebildet sind
zwei Wellplatten nach Durchfiihrung des MTT-Assays fur Inkubationszeiten von 0 h bis 24 h. Pro RT wurde ein
Doppelansatz angelegt. Die Toxine (konditionierte Medien), gewonnen zu unterschiedlichen Zeitpunkten, wurden
in einer Dreier-Verdunnungsreihe auf die Zellen gegeben. Die Verminderung der Vitalitat bei RT014 und RT027 mit
zunehmender Zeit ist anhand der Farbabnahme deutlich zu sehen; erhaltene Vitalitdt bei dem non-toxigenen
RTO10.

Vitalitat und Zytotoxizitat wurden prozentual in Relation zu den gemittelten Exstinktionswerten
nach 96-stiindiger Inkubation mit dem konditionierten Medium RT027 (tot) und den Werten
unbehandelter Zellen (lebend) bestimmt. 100% wurde hierbei als Differenz dieser Mittelwerte

definiert.

Diese Versuchsreihe wurde in drei unabhangigen Wiederholungen in Doppelbestimmung

durchgefinhrt.
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3.2 Spezifische Antikdrper bei Patienten mit C. difficile-Infektion

3.2.1 Klinische Beobachtungsstudie

Fur die prospektive Beobachtungsstudie wurden volljahrige Patienten  des
Universitatsklinikums des Saarlandes von April 2014 bis Februar 2015 rekrutiert.
Einschlusskriterium war das klinische Symptom Diarrhoe nach der WHO-Definition (= 3
ungeformter Stuhl/Tag) sowie der mikrobiologische Nachweis eines toxigenen C. difficile-
Isolates aus Stuhl. Dies erfolgte zunachst aus dem Nativmaterial mittels des Schnelltestes C.
DIFF QUIK CHEK COMPLETE® (TechLAB, Blacksburg, Virginia, USA), ein
Membranenzymimmunoassay fur den Nachweis des C. difficile-Antigens GDH sowie der
Toxine A und B. Daraufhin erfolgte eine kulturelle Anzucht und die Bestimmung des RT mittels

Ribotypisierung nach dem Protokoll von Bidet et al.*'’,

In der Akutphase der Erkrankung wurde der klinische Verlauf Uberwacht. Die Zeit bis zum
Therapieansprechen (Abnahme der Frequenz bzw. Sistieren der Durchfélle) sowie die Dauer
des Fiebers und der Durchfalle wurden dokumentiert. Angaben dazu wurden durch
Begutachtung der Patientenakte und durch Gesprache mit den Patienten, den behandelnden

Arzten bzw. dem Pflegepersonal an den Tagen 1, 3 und 6 (x1 d) nach der Diagnose eruiert.

Unterschieden wurde ferner zwischen einer ambulant erworbenen (Symptombeginn < 48 h
nach stationarer Aufnahme) und einer nosokomialen Infektion (Symptombeginn > 48 h nach

stationarer Aufnahme).

Daten zu Risikofaktoren (vorausgegangene Antibiose, Krankenhausaufenthalte in den letzten
drei Monaten, Unterbringung in einem Pflegeheim), Komorbiditaten (z.B. Tumorerkrankung,
chronische Darmerkrankung, Immunsuppression), Symptomatik und der vorausgegangen
sowie aktuellen antibiotischen Therapie wurden mithilfe eines standardisierten Fragebogens
(Anhang 7.2) erhoben. Des Weiteren wurden aus der digitalen Patientenakte die
Laborparameter GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase), Leukozytenzahl, Kreatinin, CRP (C-
reaktives Protein) fur die Tage 1, 3 und 6 (1 d) erfasst und der Mittelwert mit

Standardabweichung ermittelt.
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Anhand der klinischen Symptomatik und der laborchemischen Veranderungen wurde die

Schwere der Erkrankung wie nachfolgend klassifiziert:

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der Patienten nach Krankheitsschwere

Symptomatik

Erlauterung

transient passagere Symptomatik (< 24 h)
mild Durchfall ohne weitere klinische Symptomatik

h Durchfall mit Begleitsymptomatik: Fieber = 38,5 °C, Leukozytose (= 15 000/ul), Kreatinin (=
schwer

1,5 mg/di)

Sechs bis 12 Wochen nach Diagnosestellung wurden die Patienten einmalig telefonisch

kontaktiert, um sie nach dem Auftreten eines diagnostisch gesicherten Rezidives zu befragen.

Ein positives Ethikvotum sowie die schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten lagen

vor (Ethikvotum der Saarlandischen Arztekammer Nr. 20/14).

Als Vergleichsgruppe diente ein Kollektiv aus 10 gesunden Probanden im Alter von 20 bis 61

Jahren, deren Plasma ebenfalls auf das Vorhandensein antigenspezifischer und

neutralisierender Antikérper untersucht wurde.
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3.2.2 Etablierung eines Neutralisationstests

3.2.2.1 Konditionierte Medien

Die konditionierten Medien der RTs RT010, RT014 und RTO027 wurden analog des
Toxinkinetikversuches (Abschnitt 3.1.2) hergestellt und nach 96 Stunden geerntet. Die
Flussigkulturen wurden bei 4500 U/min flr 5 min zentrifugiert. Der dadurch entstandene klare
Uberstand (konditioniertes Medium) wurde ohne Beriihrung des Pellets abpipettiert. Darauf
erfolgte die sterile Filtration des Uberstandes mit Vakuumfiltersystem (TPP, Trasadingen,
Schweiz) und die Aliquotierung a 1 ml. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei

-80°C gelagert.

Fur den Neutralisationstest (NT) wurde in Vorversuchen eine Verdinnung der Toxine
(konditionierte Medien) um den Faktor 1:1000 als geeignet ermittelt:

In Vorversuchen wurden analog des Toxinkinetik-Versuches Zellen auf eine 96-Wellplatte
ausgeséat und mit den RT014- und RT027-Toxinen (konditionierte Medien) in zehnstufiger
Verdinnung fir 24 Stunden inkubiert. Mikroskopisch zeigten sich bis zu einer Toxin-
Verdinnung um den Faktor 1:1000 zytopathische Effekte. Erst bei einer Verdiinnung um
den Faktor 1:10 000 waren vereinzelt vitale Zellen erkennbar.

Um auch quantitativ Aussagen zur Zytotoxizitat treffen zu kénnen, wurde der MTT-Assay
durchgefuhrt. Fir RTO14- und RT027-Toxine (konditionierte Medien) zeigten sich in einer
Verdinnung von 1:10 bis 1:100 deutlich zytopathische Effekte und eine geringfligige
Abnahme der Zytotoxizitat bei einer Verdinnung von 1:1000. Ab einer Verdiinnung von

1:10 000 zeigte sich kein zytopathischer Effekt mehr.

In einem weiteren Vorversuch wurden die Toxin-Verdinnungen (konditionierte Medien)
1:100 mit 1:1000 verglichen. Sie wurden mit neutralisierendem Plasma in Zellkultur
inkubiert. Wahrend mikroskopisch bei Toxin-Verdiinnungen um den Faktor 1:1000 vitale
Zellen erkennbar waren, zeigten sich bei Verdinnungen um den Faktor 1:100 nur tote
Zellen. Fur den Neutralisationstest wurde daher Toxin (konditionierte Medien) um den

Faktor 1:1000 verdiinnt verwendet.
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3.2.2.2 Plasmen

Die EDTA-Blutproben wurden bei 2500 g fur 15 min zentrifugiert, das Plasma abpipettiert,
in 1,5 ml Eppendorfgefal3e aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C

eingefroren.

Aufgrund der Zelltoxizitat von EDTA konnten die EDTA-Plasmen nicht nativ in Zellkultur
inkubiert werden und es ergab sich die Notwendigkeit einer geeigneten Verdinnung.
Theoretisch besteht die Moéglichkeit der Rekalzifizierung, die in Vorversuchen jedoch
keine Vorteile erbrachte: Wurde rekalzifiziertes Plasma in Zellkultur inkubiert, zeigten sich
nach 24 h zwar weiterhin vitale Zellen, diese konnten aber aufgrund von Trilbungen und
Niederschlagen mikroskopisch nicht ausreichend gut beurteilt werden. Ab einer
Verdinnung von 1:4 zeigte sich ein konfluenter Zellrasen, der auch bei unbehandeltem

EDTA-Plasma in einer Verdiinnung von 1:4 beobachtet wurde.

Die notwendige Verdinnung der Plasmen sollte so gering wie mdglich sein, um eine
mdoglichst hohe Konzentration potenziell neutralisierender Antikérper zu wahren. In
Vorversuchen wurden analog des Neutralisationstests 25 pl Plasma in einer zweistufigen

Verdunnungsreihe mit konfluenten Vero B4 Zellen inkubiert.

Aufgrund des Verdiinnungseffektes im finalen Neutralisationstest durch die Zugabe von
25 uyl Toxin (konditioniertes Medium) wurde in den Vorversuchen zu 25 ul Plasma
zusatzlich 25ul RPMI 1650 gegeben und in Zellkultur inkubiert.

Ab einer Verdinnung des Plasmas um den Faktor 1:2 zeigte sich mikroskopisch ein
konfluenter Zellrasen; somit wurde fiir unseren Neutralisationstest Plasma in einer

Verdinnung von 1:2 verwendet.

Im Hinblick auf das verwendete Material wurden in Vorversuchen ausgewéhlte gepaarte
Patientenproben (Serum und Plasma) mit ELISA und Neutralisationstest untersucht.

Antikorper waren in Serum und Plasma in nahezu gleichen Titerh6he nachweisbar.
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3.2.2.3 Durchfihrung

Im ersten Schritt wurden die Patientenplasmen in einer 1:2 Verdunnung und in
Anwesenheit der Toxine (konditioniertes Medium) auf das Vorhandensein
neutralisierender Antikorper gescreent. Wenn sich mikroskopisch ein konfluenter
Zellrasen, respektive eine Neutralisation zeigte, wurde in einem zweiten Durchgang eine
zweistufige Verdiunnungsreihe des entsprechenden Plasmas angefertigt, um den

hdchsten Titer der neutralisierenden Antikérper zu ermitteln.

100 ul Zellsuspension (ca. 10° Zellen/ml) wurden mit einer Multipette auf je eine Vertiefung
einer 96er-Wellplatte mit flachem Boden gegeben und bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Das
zu testende Plasma wurde mit RPMI-Medium um den Faktor 1:2 verdiinnt, die
konditionierten Medien RT014 und RT027 mit RPMI um den Faktor 1:1000. Pro Well
wurden zuerst 25 pl des verdinnten Plasmas und danach 25 ul des verdinnten
konditionierten Mediums auf die konfluenten Zellen gegeben. Darauf folgte die Inkubation
bei 37 °C Uber Nacht. Am né&chsten Tag wurden die zytopathischen Effekte mittels
Inversmikroskopie beurteilt (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Morphologische Beurteilung der Zellen mittels Phasenkontrastmikroskopie. a) Vitale Vero B4
Zellen, vollstdndige Neutralisation der Toxine (konditioniertes Medium). b) Tote Vero B4 Zellen, keine Neutralisation
der Toxine (konditioniertes Medium). c) Vereinzelt vitale Zellen, zytopathische Effekte erkennbar, partielle
Neutralisation.

Falls sich bei einem Plasma mikroskopisch ein konfluenter Zellrasen zeigte, folgte die
Titerbestimmung: Von dem entsprechenden Plasma wurde eine zweistufige
Verdinnungsreihe (mit RPMI-Medium 1640) bis zu einem Verdinnungsfaktor 1:256
angefertigt; 25 pl Plasma wurden in entsprechenden Verdinnungen mit 25 pl

konditioniertem Medium bei 37 °C in Zellkultur Gber Nacht inkubiert. Am né&chsten Tag
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erfolgte die mikroskopische Auswertung mit Inversmikroskopie und die Bestimmung des
neutralisierenden Antikorpertiters (Abbildung 5). Fir jedes Experiment wurden Positiv-
(RPMI anstelle von Toxin fur 100% Vitalitat) und Negativkontrollen (RPMI anstelle von
Plasma fir 100 % Zytotoxizitat) mitgefihrt.

3.2.3 Externe Antikérperbestimmung mittels ELISA (TechLab)

149 Plasmen und 10 Seren wurden zu TechLab (Blacksburg, Virginia, USA) versandt. Mit
einem ELISA gegen rekombinante (GDH, Cwp84) und native (TcdA, TcdB) C. difficile-
spezifische Antigene wurden dort semi-quantitative Antikdrperkonzentrationen bestimmt. Die
gereinigten Antigene wurden auf einer 96-Well-ELISA-Platte immobilisiert und mit
Rinderserumalbumin (BSA) blockiert. Es wurde Anti-Human-lg-HRP-Konjugat und 1-Step-
TMB-Substrat (OD 450/620 nm) verwendet. Die Patientenproben wurden zunachst in einer
Anfangsverdiinnung von 1:1000 getestet und falls erforderlich (OD >1000) weiter verdinnt.
Die OD-Ergebnisse wurden entsprechend korrigiert, indem die Hintergrundsignale abgezogen
wurden (Vertiefungen ohne Antigene und mit BSA blockiert). Eine Positivkontrolle wurde mit

jedem Testlauf mitgefihrt.

3.3 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Zur graphischen Darstellung und statistischen Signifikanzanalysen wurde die Software
GraphPad Prism Version 6.04 (GraphPad Software, San Diego, USA) verwendet. Zur
Berechnung signifikanter Unterschiede kamen der parametrische T-Test, parametrische
Varianzanalysen (One Way Anova) sowie der Fisher’s Exact Test zum Einsatz. Ein p-Wert

< 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Wachstums- und Toxinkinetik

4.1.1 Wachstumskinetik

Fir einen Zeitraum Uber 96 h wurde das Wachstumsverhalten der RTs RT010, RT014
und RTO027 in BHI-Flissigkulturen untersucht. Hierfur wurde die OD zu den Zeitpunkten O
h,6h,12h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h bestimmt (Abbildung 6). Im Nachfolgenden sind die
Mittelwerte der ODs aus vier Versuchsreihen aufgefihrt.

Die Latenzphase der RTs RT010 und RT014 ging nach 6 h in eine exponentielle Phase
Uber, hinsichtlich ihrer OD wurde nach 12 h das Maximum erreicht (RT010: OD 0,5 und
RTO014: OD 0,56).

Fur RT010 wurde von 12 h bis 24 h eine stationdre Phase beobachtet, gefolgt von einer
absteigenden. Fir RT014 zeigte sich bereits nach 12 h eine kontinuierliche Abnahme der

OD ohne stationare Phase.

Im Gegensatz zu den RTs RT010 und RT014 begann die exponentielle Phase des RT027
erst nach 12 h mit einem Maximum nach 24 h (OD 0,43); auch hier folgte eine absteigende

Phase.

Fir alle RTs stellte sich nach 48 h auf unterschiedlichen OD-Niveaus eine stationare
Phase ein. Wahrend fir RT027 hier die niedrigste OD gemessen wurde (OD 0,26), wurde
fur RTO10 die hochste (OD 0,4) ermittelt. RTO14 lag mit einer OD von 0,35 im mittleren

Bereich.

Insbesondere zu den Zeitpunkten 48 h, 72 h und 96 h zeigte RT027 eine deutlich
reduzierte OD gegeniber RT010 und RT014 (Tabelle 7).
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Abbildung 6: Wachstumskinetik der C. difficile-Ribotypen RT010, RT014, RT027. Gemessen wurde die
optische Dichte (ODeoo; N=16) zu den Zeitpunkten O h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h. Dargestellt sind die
gemittelten ODs aller 4 Versuchsreihen. Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen RT014 und
RT027 auf3er nach 0 h und 24 h zu allen Messzeitpunkten (Tabelle 7). Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen
dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form bereits versffentlicht®®,

4.1.2 Toxinkinetik

Das Wachstum von RT027 in Flissigkulturen fihrte im Vergleich zu RT014 trotz einer

verzdgerten Wachstumskinetik zu einer héheren Zytotoxizitat.

Bereits zu Beginn (0 h), d.h. direkt nach Beimpfung des Flissigmediums mit den
Bakterienstammen, konnte flr RT027 ein zytotoxischer Effekt ermittelt werden. Die Vitalitat
der Zellen war nach Hinzugabe des unverdiinnten konditionierten Mediums von RT027 bereits
um 58% und bei RT014 um 45% vermindert.

Nach 24 h konnte eine Zytotoxizitat auch in héherer Verdiinnung festgestellt werden; so zeigte
das Medium von RT027 bzw. RT014 einen zytotoxischen Effekt bis zu einer Verdiinnungsstufe
von 1:2187 bzw. von 1:27.

Nach 48 h wurde bis zu einer Verdiinnung um den Faktor 1:27 000 ein zytotoxischer Effekt
des konditionierten Mediums RT027 beobachtet (Abbildung 7), wahrend die Vitalitat der Zellen
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zu diesem Zeitpunkt 82% betrug. Das konditionierte Medium von RT014 zeigte nach 48 h bis
zu einer Verdiinnung um den Faktor 1:81 einen zytotoxischen Effekt, wahrend die Vitalitat 81%
betrug.

Nach 96 h wurde bis zu einer Verdiinnung um den Faktor 1:27 000 des konditionierten
Mediums RT027 ein zytotoxischer Effekt detektiert, wahrend der letzte zytotoxische Effekt des
konditionierten Mediums RTO014 bei einer Verdinnung um den Faktor 1:9000 beobachtet

wurde.

Die quantitative zytotoxische Wirkung der konditionierten Medien nach anaerober Kultur wurde
durch Analyse der Zytotoxizitatsdosis 50 % bestimmt. Diese war nach 24 h fir RT027 24-mal
hoher, nach 48 h 170-fach, nach 72 h 48-fach und nach 96 h 25-fach hoher als die von RT014
(Tabelle 2). Bei RT027 wurde nach 48 h ein Plateau mit der héchsten Zytotoxizitat erreicht
(maximaler Titer > 1:3000), wahrend sie bei RT014 geringer war und bis zum Ende der

Kultivierungszeit stetig zunahm (maximaler Titer 1:195) (Abbildung 7).

Binnen 24 h blieb die Vitalitat der Zellen, die mit dem konditionierten Medium des non-
toxigenen RT010 behandelt wurden, in jeder Verdiinnung vollstandig erhalten. Ab 24 h konnte
nach Hinzugabe des unverdiinnten, nativen Uberstandes zu jedem Messzeitpunkt eine um ca.
20% verminderte Vitalitat festgestellt werden (Abbildung 7). Dieser Effekt kann sicherlich auch
durch Toxin-unabhangige Effekte des unverdiinnten, bereits verbrauchten Mediums erklart

werden.

Tabelle 2: Gegenuberstellung der 50%-Zytotoxizitat der konditionierten Medien RT027 und RTO014 in
Abhangigkeit der Zeit. Gezeigt werden die Verdinnungsstufen der RT014- und RT027-Toxine (konditionierte
Medien), bei denen eine 50%-Zytotoxizitéat erreicht wurde.

Zeitpunkte Oh 6 h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
50%-Zytotoxizitat
RTO027 1 2 2 167 3746 3862 4781
RTO14 1 1 1 7 22 81 195
RT027 1 2 2 23,9 170,3 47,7 24,5
RT014
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Abbildung 7: Zytotoxizitat der C. difficile-Ribotypen RT014 und RT027. Konditionierte Medien der C. difficile-
Stdmme RTO010 (griin), RT014 (gelb) und RT027 (rot) wurden nach O h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h
gewonnen. Die Zytotoxizitéat wurde in serieller Verdiinnung mit einem zellkulturbasierten Zytotoxizitatstest (MTT-
Assay) bestimmt. Die gepunktete Linie zeigt die 50%-Zytotoxizitdt. Der non-toxigene RT010 diente als
Negativkontrolle. Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form
bereits veroffentlicht®.
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4.2 Spezifische Antikorper bei Patienten mit C. difficile-Infektion

4.2.1 Klinische Beobachtungsstudie

4.2.1.1 Allgemeine Angaben und Anamnese

Vom 11.04.2014 bis 24.02.2015 wurden 46 erwachsene Patienten (medianes Alter 68, Range
47-96) des Universitatsklinikums des Saarlandes mit der Diagnose CDI in die Studie
eingeschlossen. Hiervon waren 48% (22/46) weiblich und 52% (24/46) méannlich. 67% (31/46)
der Patienten erkrankten nosokomial (> 3 Tage nach Aufnahme), 33% (15/46) ambulant (< 3
Tage nach Aufnahme) (Tabelle 3).

Eine deutliche Mehrheit (76%, 34/45) erhielt in den vorausgegangen vier Wochen eine
antibiotische Therapie. 67% (30/45) der Patienten befand sich in den letzten drei Monaten
stationdr im Krankenhaus. 9% der Patienten (4/45) lebten in einem Pflegeheim (Tabelle 3).
Mehr als die Halfte (53% , 24/45) wies zwei dieser beschriebenen Risikofaktoren auf; 40%
(18/45) einen und die Minderheit drei (2% , 1/45) bzw. keinen (4% , 2/45).

Mit 49% (22/45) litten die meisten Patienten unter einer onkologischen Grunderkrankung,
gefolgt von Niereninsuffizienz (29% , 13/45) und einer chronischen Lungenerkrankung (18% ,
8/45); 4% (2/45) waren leberinsuffizient. Kein Patient wies eine chronische Darmerkrankung
auf. 18% (8/45) des Patientenkollektivs befanden sich zum Zeitpunkt der Infektion unter einer
immunsuppressiven Therapie (Tabelle 3). Zusammenfassend wies die Mehrheit (53% , 24/46)
eine dieser beschriebenen Komorbiditaten auf; bei 27% (12/45) der Patienten konnten zwei
dieser dokumentiert werden, gefolgt von der Gruppe, die keine aufwies (16% , 7/45). Ein
kleiner Anteil der Patienten wies drei oder mehr (4% , 2/45) der oben genannten
Begleiterkrankungen auf.
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4.2.1.2 Symptomatik

Der grofdte Anteil an Patienten (70% , 32/46) erkrankte erstmalig an einer CDI, in 30%
(14/46) der Falle handelte es sich bereits um eine rekurrente Erkrankung (Tabelle 4).

Die Mehrheit (54% , 25/46) zeigte ein Beschwerdebild mit Diarrhoen und einer
laborchemischen Infektkonstellation, gefolgt von der Gruppe an Patienten (37% , 17/46), die
Diarrhoen ohne Anstieg des CRP bzw. der Leukozyten entwickelte. Allenfalls unter fllichtigen
Beschwerden, die binnen 24 Stunden sistierten, litten 9% (4/46). Schwere Verlaufe der CDI,
die zu einem Megakolon, lleus oder gar letal endeten, wurden nicht beobachtet. Im Mittel
dauerten die Durchfalle 3,6 Tage, in 12% (5/42) der Falle war die Infektion einhergehend mit
Fieber (Tabelle 4).

4.2.1.3 Laborwerte

Erhoht zeigten sich die Leukozytenwerte mit einem Mittelwert von 13 000/ul (Normbereich:
4000 bis 10 000/ul) und das CRP mit einem Mittelwert von 81 mg/l (Normbereich: 0 bis 5
mg/dl).

Ebenfalls aul3erhalb des Normbereiches waren der Kreatininwert mit einem Mittelwert von 1,8
mg/dl (Normbereich: 0,7-1,2 mg/dl) und Albumin mit 27 g/| (Normbereich: 35-52 g/l). GPT mit
41 U/l (Normbereich: 10-50 U/l) lag im Referenzbereich (Tabelle 4).

4.2.1.4 Diagnostik

Die Stuhlproben wurde initial mittels des Schnelltestes C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®
(TechLAB, Blacksburg, Virginia, USA) fir den Nachweis des C. difficile-Antigens GDH sowie
der Toxine A und B untersucht. In 61% (28/46) der Félle zeigte sich Cytotoxin A/B positiv, in
39% (18/46) negativ (Tabelle 5).

Bei positivem GDH-Nachweis erfolgte eine kulturelle Anlage sowie die Ribotypisierung als
Genotypisierungsmethode. Am haufigsten wurden mit 28% (13/46) RT001, mit je 11% (5/46)
RT027 und RT014 nachgewiesen. Seltener gefunden wurden RT020 (7% , 3/46), RT078 (4%,
2/46) und RT126 (4% , 2/46). Einzelnachweise stellten die RTs RT159, RT005, RT011, RT012,
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RTO017, RT023, RT029, RT046, RT053, RT081 dar und in 13% (6/46) der Falle handelte es
sich um unbekannte, nicht epidemische Stamme. Die mittels Ribotypisierung erhaltenen
Bandenmuster fanden bei diesen Stammen keine Entsprechungen mit denen der bekannten
Isolate aus der Datenbank (Tabelle 5).

Verteilung der Ribotypen

RTOO1

RTO27

RTO14

RT020

RTO78

RT126

nicht-epidemische Stamme
Einzelnachweise

poo0ooono

4%

4%

Abbildung 8: Verteilungsmuster der C. difficile-Ribotypen im untersuchten Patientenkollektiv (n=46). Die
vorliegenden Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form bereits veroffentlicht®®.

4.2.1.5 Therapie und Therapieansprechen

Wegen der nachgewiesenen CDI wurden 87% (40/46) der Patienten antibiotisch therapiert;
die Mehrzahl (70% , 32/46) mit Metronidazol, 7% (3/46) mit Vancomycin p.o. und 11% (5/46)
erhielten eine Kombination aus beiden Substanzen. 13% (6/46) der Patienten erhielten keine
gegen C. difficile gerichtete antibiotische Therapie, weil die Durchfalle bis zur Diagnosestellung

bereits spontan sistiert waren (Tabelle 4).

Bei dem Groliteil der Patienten (41% , 15/37) besserte sich die Symptomatik binnen 48
Stunden nach Behandlungsbeginn im Sinne einer Abnahme der Frequenz der Diarrhoe,
Festigung der Stuhlkonsistenz oder einer Vollremission. 38% der Patienten (14/37) zeigten ein

Therapieansprechen nach 72 Stunden und 11% binnen 72 Stunden (Tabelle 4).
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Vier Patienten (11% , 4/37) berichteten auch nach sechs Tagen (x1 d) von persistierenden
Durchfallen ohne erkennbare Besserung. Hiervon litt die erste Patientin unter einem
Lymphombefall des Darmtraktes. Bei der zweiten Patientin wurde bei granulomatoser
Polyangiitis eine hochdosierte immunsuppressive Therapie eingeleitet. Der dritte Patient war
schwerst immunkomprimittiert bei Leberzirrhose, Niereninsuffizienz und metastasiertem
hepatozellularem Karzinom. Der vierte Patient befand sich unter einer Hochdosis-
Chemotherapie bei Colon-Karzinom. Schlussfolglich konnten die Durchfalle neben der
nachgewiesen CDI auch durch Therapien und Begleiterkrankungen mitbedingt sein, sodass

ein selektives Therapieansprechen auf die C. difficile-Therapie nicht zu differenzieren war.

Nach sechs bis zwolf Wochen erlitten 19% (6/31) der Patienten ein diagnostisch gesichertes

Rezidiv.
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Tabelle 3: Patientencharakteristik (allgemeine Angaben). Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form bereits veroffentlicht®®.

Patienten (%) Neutralisation Neutralisation keine Anti-TcdA (EIA) | Anti-TcdB (EIA) | Anti-GDH (EIA) Anti-Cwp84
RTO027 (NT) RT027 und Neutralisation (EIA)
RTO014 (NT)
Total 46/46 (100) 12/46 (26) 5/46 (11) 34/46 (74) 5/46 (11) 13/46 (28) 39/46 (85) 28/46 (61)
allgemeine Patientenangaben
weiblich 22/46 (48) 6/12 (50) 1/5 (20) 16/34 (47) 1/5 (20) 6/13 (46) 21/39 (54) 12/28 (43)
mannlich 24/46 (52) 6/12 (50) 4/5 (80) 18/34 (53) 4/5 (80) 7/13 (54) 18/39 (46) 16/28 (57)
Alter (Jahre) 69 (¥11,3) 68 (¥13) 68 (¥13) 67 (¥13) 67 (¥13) 67 (¥12) 69 (x11) 70 (¥12)
nosokomial 31/46 (67) 7/12 (58) 2/5 (40) 10/33 (29) 2/5 (40) 8/13 (62) 26/39 (67) 19/28 (68)
ambulant 15/46 (33) 5/12 (42) 3/5 (60) 24/33 (71) 3/5 (60) 5/13 (38) 13/39 (33) 9/28 (32)
Risikofaktoren
vorausgegangene Antibiose 34/45 (76) 8/12 (67) 3/5 (60) 26/33 (79) 2/5 (40) 10/13 (77) 30/39 (77) 20/28 (71)
Krankenhausaufenthalte in den
letzten 3 Monaten 30/45 (67) 10/12 (83) 4/5 (80) 20/33 (61) 4/5 (80) 11/13 (85) 26/39 (67) 16/28 (57)
Pflegeheim 4/45 (9) 0/12 (0) 0/5 (0) 4/33 (12) 0/5 (0) 1/13 (8) 4/39 (10) 3/28 (11)
Komorbiditaten
onkologische Erkrankung 22/45 (49) 7/12 (58) 4/5 (80) 15/33 (45) 1/5 (20) 5/13 (38) 17/39 (44) 12/28 (43)
Leberinsuffizienz 2/45 (4) 2/12 (17) 2/5 (40) 0/33 (0) 1/5 (20) 2/13 (15) 2/39 (5) 2/28 (7)
Niereninsuffizienz 13/45 (29) 4/12 (33) 1/5 (20) 9/33 (27) 2/5 (40) 4/13 (31) 11/39 (28) 8/28 (29)
chronische Lungenerkrankung 8/45 (18) 2/12 (17) 1/5 (20) 6/33 (18) 0/5 (0) 2/13 (15) 8/39 (21) 4/28 (14)
Immunsuppression 8/45 (18) 2/12 (17) 1/5 (20) 6/33 (18) 1/5 (20) 2/13 (15) 7139 (18) 4/28 (14)
Follow up
Total 31/31 (100) 7/31 (23) 2/31 (6) 24/31 (77) 3/31 (26) 8/31 (26) 25/31 (81) 16/31 (52)
Recurrenz 6/31 (19) 1/7 (14) 0/2 (0) 5/24 (21) 1/3 (33) 2/8 (25) 5/25 (20) 4/16 (25)
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Tabelle 4: Patientencharakteristik (Symptomatik, Basislabor und Therapie). Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form

bereits veroffentlicht®.

Patienten (%) Neutralisation Neutralisation keine Anti-TcdA (EIA) | Anti-TcdB (EIA) | Anti-GDH (EIA) Anti-Cwp84
RTO027 (NT) RT027 und Neutralisation (EIA)
RT014 (NT)

Total 46/46 (100) 12/46 (26) 5/46 (11) 34/46 (74) 5/46 (11) 13/46 (28) 39/46 (85) 28/46 (61)
Symptomatik
Erstmanifestation 32/46 (70) 8/12 (67) 3/5 (60) 24/34 (71) 2/5 (40) 8/13 (62) 27/39 (69) 21/28 (75)
Rezidiv 14/46 (30) 4/12 (33) 2/5 (40) 10/34 (29) 3/5 (60) 5/13 (38) 12/39 (31) 7/28 (25)
Fieber 5/46 (12) 2/12 (17) 1/5 (20) 3/34 (10) 0/5 (0) 1/13 (8) 3/39 (8) 3/28 (12)
Durchfalle 3,6d(+2,1) 3,7d (+ 2,0) 3,7d (£ 2,0) 36d(+21) 36d(+21) 3,7 (+2,0) 3,6 (+21) 3,6 (+2,0)
Labor
GPT (U/l) 41 (+ 55) 39 (+ 54) 39 (+ 54) 42 (£ 56) 17 (¢ 5) 22 (+ 14) 49 (£ 77) 56 (+ 93)
CRP (mg/l) 81 (+ 77) 82 (+ 79) 82 (+ 79) 82 (+ 78) 129 (+ 118) 130 (+ 112) 91 (+ 88) 105 (+ 98)
Kreatinin (mg/dl) 1,8(x2) 192 192 1.8(x2) 2,0(x0,9) 1,4(x0,9) 18(x2) 1,8(x2)
Leukozyten (Zellen/yl) 13 000 13 000 13 000 13 000 12 000 11 000 11 000 10 000

(£ 17 000) (£ 17 000) (£ 17 000) (£ 17 000) (£ 7 000) (= 6 000) (+ 6 000) (= 5 000)
Albumin (g/l) 27 (+8) 26 (+8) 26 (+ 8) 27 (+8) 19 (£ 7) 24 (+ 6) 29 (+ 13) 23 (+5)
Schwere der Erkrankung
transient 4/46 (9) 2/12 (17) 1/5 (20) 2/34 (6) 0/5 (0) 0/13 (0) 2/39 (5) 1/28 (4)
leicht 17/46 (37) 3/12 (25) 1/5 (20) 14/34 (41) 2/5 (40) 4/13 (31) 15/39 (38) 13/28 (46)
mild 25/46 (54) 7/12 (58) 3/5 (60) 18/34 (53) 3/5 (60) 9/13 (69) 22/39 (56) 14/28 (50)
C difficille-Therapie
keine Therapie 6/46 (13) 3/12 (25) 1/5 (20) 3/34 (9) 0/5 (0) 1/13 (8) 4/39 (10) 3/28 (11)
Metronidazol 32/46 (70) 8/12 (67) 4/5 (80) 24/34 (71) 4/5 (80) 10/13 (77) 28/39 (72) 18/28 (64)
Vancomycin 3/46 (7) 1/12 (8) 0/5 (0) 2/34 (6) 1/5 (20) 2/13 (15) 3/39 (8) 3/28 (11)
Vancomycin und Metronidazol 5/46 (11) 0/12 (0) 0/5 (0) 5/34 (15) 0/5 (0) 0/13 (0) 4/39 (10) 4/28 (14)
Therapieansprechen
<48h 15/37 (41) 3/9 (33) 1/4 (25) 12/28 (43) 0/5 (0) 5/12 (42) 13/32 (41) 9/23 (39)
<72h 4/37 (11) 0/9 (0) 0/4 (0) 4/28 (14) 1/5 (20) 0/12 (0) 4/32 (13) 2/23 (9)
272h 14/37 (38) 4/9 (44) 1/4 (25) 10/28 (36) 4/5 (80) 5/12 (42) 12/32 (38) 10/23 (43)
kein Therapieansprechen 4/37 (11) 2/9 (22) 214 (50) 2128 (7) 0/5 (0) 2/12 (17) 3/32 (9) 2/23 (9)
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Tabelle 5: C. difficile-Diagnostik und Ribotypen

Ergebnisse

Patienten (%) Neutralisation Neutralisation keine Anti-TcdA (EIA) | Anti-TcdB (EIA) | Anti-GDH (EIA) Anti-Cwp84
RTO027 (NT) RT027 und Neutralisation (EIA)
RTO014 (NT)
Total 46/46 (100) 12/46 (26) 5/46 (11) 34/46 (74) 5/46 (11) 13/46 (28) 39/46 (85) 28/46 (61)
Screening
GDH + und Cytotoxin A/B + 28/46 (61) 5/12 (42) 0/5 (0) 23/34 (68) 3/5 (60) 7/13 (54) 26/39 (67) 18/28 (64)
GDH + und Cytotoxin A/B — 18/46 (39) 7/12 (58) 5/5 (100) 11/34 (32) 2/5 (40) 6/13 (46) 13/39 (33) 10/28 (36)
Ribotypisierung
RTO001 13/46 (28) 4/12 (33) 1/5 (20) 9/34 (26) 2/5 (40) 5/13 (38) 10/39 (26) 6/28 (21)
RT027 5/46 (11) 1/12 (8) 0/5 (0) 4/34 (12) 0/5 (0) 1/13 (8) 5/39 (13) 4/28 (14)
RTO014 5/46 (11) 0/12 (0) 0/5 (0) 5/34 (15) 1/5 (20) 0/13 (0) 5/39 (13) 2128 (7)
RT020 3/46 (7) 0/12 (0) 0/5 (0) 3/34 (9) 0/5 (0) 0/13 (0) 2/39 (5) 3/28 (11)
RTO78 2/46 (4) 1/12 (8) 1/5 (20) 1/34 (3) 1/5 (20) 1/13 (8) 2/39 (5) 2/28 (7)
RT126 2/46 (4) 0/12 (0) 0/5 (0) 2/34 (6) 0/5 (0) 0/13 (0) 2/39 (5) 0/28 (0)
unbekannte Ribotypen 6/46 (13) 2/12 (17) 1/5 (20) 4/34 (12) 0/5 (0) 2/13 (15) 4/39 (10) 4/28 (14)
RT159 1/46 (2) 1/12 (8) 0/5 (0) 0/34 (0) 0/5 (0) 1/13 (8) 1/39 (3) 1/28 (4)
RTO05 1/46 (2) 0/12 (0) 0/5 (0) 1/34 (3) 0/5 (0) 0/13 (0) 1/39 (3) 1/28 (4)
RTO11 1/46 (2) 0/12 (0) 0/5 (0) 1/34 (3) 0/5 (0) 0/13 (0) 1/39 (3) 0/28 (0)
RTO012 1/46 (2) 0/12 (0) 0/5 (0) 1/34 (3) 0/5 (0) 0/13 (0) 1/39 (3) 1/28 (4)
RTO17 1/46 (2) 1/12 (8) 1/5 (20) 0/34 (0) 1/5 (20) 1/13 (8) 1/39 (3) 1/28 (4)
RT023 1/46 (2) 1/12 (8) 0/5 (0) 0/34 (0) 0/5 (0) 1/13 (8) 1/39 (3) 0/28 (0)
RT029 1/46 (2) 0/12 (0) 0/5 (0) 1/34 (3) 0/5 (0) 0/13 (0) 1/39 (3) 1/28 (4)
RT046 1/46 (2) 1/12 (8) 1/5 (20) 0/34 (0) 0/5 (0) 1/13 (8) 1/39 (3) 1/28 (4)
RTO53 1/46 (2) 0/12 (0) 0/5 (0) 1/34 (3) 0/5 (0) 0/13 (0) 1/39 (3) 1/28 (4)
RT081 1/46 (2) 0/12 (0) 0/5 (0) 1/34 (3) 0/5 (0) 0/13 (0) 0/39 (0) 0/28 (0)
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4.2.2 Antikorperpravalenz und Antikorperverlauf

Wahrend des Beobachtungszeitraums wurden bei 11% (5/46) der Patienten Anti-TcdA
und bei 28% (13/46) Anti-TcdB nachgewiesen (Abbildung 9). Im Gegensatz dazu fand
man eine deutlich héhere Préavalenz Toxin-unabhangiger Antikdrper mit 85% (39/46) fur
Anti-GDH und 61% (28/46) fur Anti-Cwp84. Bei 26% (12/46) der Patienten wurden
neutralisierende Antikérper gegen RT027-Toxine und bei funf von diesen (11%, 5/46)
zuséatzlich gegen RT014-Toxine gefunden. Auffallig war, dass keine der Plasmaproben

ausschlieRlich RT014-Toxine neutralisieren konnte.

Insgesamt konnten neutralisierende Antikdrper nur in geringen Titerstufen nachgewiesen
werden (Maximum 1:16) (Abbildung 10).
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Abbildung 9: Antikdrperpravalenz. Verteilung der Antikdrperpravalenzen bei a) den Patienten und bei b) einer
nicht an CDI erkrankten Vergleichsgruppe. Die antigenspezifischen Antikérper wurden mittels ELISA und die
neutralisierenden Antikdrper mittels Neutralisationstests (NT) ermittelt. Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen
dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form bereits versffentlicht®®,
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Die Antikorperpravalenz der gesunden Kontrollgruppe (n=10, medianes Alter 29, Range
21-62) war ebenfalls niedrig: Anti-TcdB (30%), Anti-GDH (30%), Anti-Cwp84 (50%). Anti-
TcdA wurde bei den gesunden Probanden nicht nachgewiesen; bei 30% fanden sich

neutralisierende Antikdrper sowohl gegen RT027 als auch gegen RT014 (Abbildung 9).

Wahrend des Krankenhausaufenthaltes wurden zudem die Auswirkungen der
symptomatischen CDI auf die Antikorperbildung in Folgeproben (1, 3, 6 Tage nach der
Diagnose) untersucht. In dieser frihen Krankheitsphase kam es zu keinem Anstieg der
antigenspezifischen (ELISA) oder neutralisierenden (NT) Antikérper, sodass ein friher
Booster-Effekt ausgeschlossen werden konnte. Der Antikérpernachweis blieb unabhéangig, ob
es sich um eine Primarinfektion oder ein Rezidiv handelte, und unabhéngig der Schwere der
Erkrankung unverandert (Abbildung 10, Tabellen 11-15).
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Abbildung 10: Quantitative Werte spezifischer C. difficile-Antikorper wahrend der akuten Krankheitsphase.
Plasmaproben wurden 1, 3 und 6 Tage nach der Diagnose CDI entnommen. a)-d) Anti-TcdA, Anti-TcdB, Anti-
Cwp84 und Anti-GDH wurden mittels ELISA bestimmt. OD-Werte = 0,03 (gepunktete Linie) wurden als positiv
gewertet (rot). e) Neutralisierende Antikérper gegen RT014 und/oder RT027 wurden mittels Neutralisationstest (NT)
untersucht. Die Neutralisationstiter wurden durch serielle Verdinnungen bestimmt. Die vorliegenden Daten wurden
im Rahmen dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form bereits veroffentlicht®.
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4.2.3 Vergleich zwischen ELISA- und neutralisierenden Antikdrpern

Der Nachweis von Anti-TcdB (ELISA) korrelierte signifikant mit dem Vorhandensein von
neutralisierenden Antikdrpern gegen die Toxine RT027 (p < 0,0001) und RT014 (p = 0,018).

Die Toxine RT027 und RT014 wurden von zehn bzw. vier der Plasmaproben neutralisiert, die
ebenfalls positiv fur Anti-TcdB waren (Tabelle 6). In Abwesenheit einer Neutralisation waren
31 (RTO027) bzw. 32 (RT014) Plasmaproben negativ fiur Anti-TcdB.

Keine Korrelation bestand zwischen dem Nachweis von Anti-TcdA, Anti-GDH, Anti-Cwp84 und

dem Vorhandensein von neutralisierenden Antikdrpern (Abbildung 11).

Tabelle 6: Direkter Vergleich zwischen dem Nachweis von Anti-TcdA bzw. Anti-TcdB und der
Toxinneutralisation (RT014 und RT027). Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen Anti-TcdB und der
Neutralisation von RT027-Toxinen (****, p < 0,0001) und der Neutralisation von RT014-Toxinen (*, p = 0,018) mit
einem zellkulturbasierten Neutralisationstest (NT) festgestellt. Die vorliegenden Daten wurden im Rahmen dieser
Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form bereits veroffentlicht®.

NT positiv NT negativ NT positiv NT negativ
(RT027) (RT027) (RTO14) (RTO14)
Anti-TcdA positiv (ELISA) 3 2 1 4
Anti-TcdA negativ (ELISA) 9 32 4 37
Anti-TcdB positiv (ELISA) 10 *rxx 3 4% 9
Anti-TcdB negativ (ELISA) 2 31 1 32
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Abbildung 11: Korrelation zwischen antigenspezifischen (ELISA) und neutralisierenden Antikdrpern (NT).
Die Balken stellen den prozentualen Anteil der Patienten mit neutralisierenden und nicht-neutralisierenden
Antikdrpern (x-Achse) und positiven (helle Farbe) und negativen (dunkle Farbe) ELISA-Antikérpern dar. Grine
Balken beziehen sich auf Untersuchungen mit dem konditionierten Medium RT027, gelbe auf Untersuchungen mit
dem konditioniertem Medium RTO014. Dunkelgrin oder dunkelgelb: ELISA-Antikdrper negativ; hellgriin oder
hellgelb: ELISA-Antikorper positiv. Es wurde eine signifikante Korrelation zwischen Anti-TcdB und neutralisierenden
Antikdrpern gegen RT027-Toxine (****, p < 0,0001) bzw. gegen RT014 -Toxine (*, p = 0,018) festgestellt. Die
vorliegenden Daten wurden im Rahmen dieser Arbeit erstellt und in vergleichbarer Form bereits veroffentlicht®,
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4.2.4 Die Antikoérper und der Krankheitsverlauf

Zwischen Krankheitsschwere, Therapieansprechen, den allgemeinen
Patientenmerkmalen und den Komorbiditaten konnten keine  signifikanten

Zusammenhange ermittelt werden (Tabellen 9 und 10).

Keine Korrelation bestand zwischen dem Nachweis der ELISA- bzw. neutralisierenden
Antikorper und den Patientenmerkmalen, der Schwere der Erkrankung, den Komorbiditaten
oder dem Auftreten von Fieber (Tabellen 11-15). Daruber hinaus wurde auch kein
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein neutralisierender Antikdrper und einem

korrespondierenden RT festgestellt (Tabellen 16 und 17).

Ebenso zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem Antikdrpernachweis (zum Zeitpunkt
der Rekrutierung) und dem Auftreten eines Rezidives (Tabellen 8 und 11-15).

Betrachtete man die Odds Ratio (OR) bestanden unwesentlich erhdéhte Chancenverhaltnisse
trotz des Nachweises von Anti-TcdB bzw. von neutralisierenden Antikérpern zu erkranken (OR
1,7 bzw. OR 1,2).

Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen Geschlecht und dem GLDH-

Antikérpernachweis.

Die Ergebnisse der Signifikanzberechnungen werden in den Tabellen 8-17 im Anhang

(Kapitel 7) dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Wachstums- und Toxinkinetik

Ziel dieses Teils der Arbeit war, RT014 und RT027 in Bezug auf ihr Wachstumsverhalten und

ihre Toxinproduktion zu charakterisieren. RT010 diente hier als non-toxigener Kontrollstamm.

Fur alle drei in anaerobem Milieu kultivierten RTs RT010, RT014 und RT027 zeigte sich eine
Latenz- (Lag-),exponentielle (Log-) und stationdre Phase. Auffallig war die Beobachtung, dass
die Medien aller drei RTs makroskopisch mit zunehmender Zeit aufklarten, korrelierend mit
der Abnahme und spater annahernd gleichbleibenden OD. Ein mdéglicher Erklarungsansatz

scheint hier die zunehmende Sporenbildung tber die Zeit zu sein!4.

Entgegen der Ergebnisse alterer Studien'*!’ zeigte sich in der vorliegenden Arbeit ein
wesentlicher Unterschied im verzégerten Wachstum und der niedrigeren OD des RT027 im
Vergleich zu RT010 und RT014. Binnen des Untersuchungszeitraumes blieb die OD fur RT027
stetig unter denen der Vergleichsstaimme; auch das Maximum lag mit 0,43 unter dem der
anderen RTs (RT010: OD 0,5 und RT014: OD 0,56). Eine friihere und starkere Sporulation
kénnte eine Erklarung fur die Beobachtung sein, dass RT027 eine geringere Trlbheit wie die

Vergleichsstamme aufwies?4.

Die Diskrepanz zu den Ergebnissen friiherer Untersuchungen41” zum Wachstumsverhalten
kbnnte mit der Auswahl anderer Vergleichs-RTs und dem kirzer gewahlten

Beobachtungsszeitfenster zu erklaren sein.

Im Einklang mit den Ergebnissen von Vohra et al.1** konnte mittels vorliegender Arbeit gezeigt
werden, dass die Kinetik des Wachstums nicht mit der Kinetik der Zytotoxizitat (im Uberstand)
korreliert. Die Tatsache, dass in den meisten Untersuchungen zur Toxinproduktion und -kinetik
die Toxinkonzentrationen gemessen und miteinander verglichen wurden, in vorliegender
Arbeit jedoch die Zytotoxizitat analysiert wurde, erschwert den Vergleich; dennoch weisen die
vorliegenden Ergebnisse auf eine starkere Zytotoxizitdt des RTO027 hin, was frihere

Erkenntnisse bestatigt'4117,
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RTO014 erreichte nach 12 h zwar seinen Wachstumspeak, war in Bezug auf die Zytotoxizitat
der von RTO027, welcher zum gleichen Untersuchungszeitpunkt erst in das exponentielle
Wachstum Uberging, aber unterlegen. Die 50%-Zytotoxizitat von RT027 war hier bereits
doppelt so hoch wie die von RT014. Nach 48 h entsprach sie sogar dem 170-fachen der von
RT014. Im weiteren Verlauf nahm die Zytotoxizitat fir RTO14 zwar stetig zu, erreichte die von
RT027 jedoch nicht. Diese Beobachtung stiutzt die Ergebnisse friherer Studien, die eine
grolRere Toxinproduktion des RT027 und somit auch die Hypervirulenz im Vergleich zu

Kontrollstammen zeigten4117,

Zusammenfassend belegen die durchgefuihrten  Untersuchungen neben dem
unterschiedlichen Wachstumsverhalten der RTs RT010, RT014 und RT027 eine fehlende
Korrelation zwischen Wachstums- und Toxinkinetik. Im Einklang mit friheren Studien®1
konnten ferner deutliche Hinweise auf eine gro3ere Potenz der RT027-Toxine beobachtet
werden, hier basierend auf der deutlich schnelleren Zunahme der Zytotoxizitat. An dieser
Stelle sei auf die eingeschrénkte Beurteilbarkeit durch die Untersuchung nur eines Isolates pro
RT hingewiesen. Fir eine bessere Aussagekraft sollten zukiinftig unterschiedliche Isolate pro
RT sowie gleiche Versuchsablaufe mit mehreren endemischen und epidemischen RTs in

Gegenuberstellung untersucht werden.
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5.2 Spezifische Antikdrper bei Patienten mit C. difficile-Infektion

Trotz der haufig zitierten Wichtigkeit von Antikdrpern wahrend einer CDI30:36:39.56.66,113,120 gjn g
Studien zur natirlichen Immunantwort und das Verstandnis hiertiber begrenzt. Zudem sind
weder kommerzielle standardisierte Assays fur die Antikorperdiagnostik verflgbar, noch ist

ihre Anwendung Gegenstand aktueller CDI-Leitlinien.

5.2.1 Antikorperpravalenz und Antikorperverlauf

Insgesamt fand sich nur eine niedrige Pravalenz fiir Toxin-Antikorper. Bei 11% (5/46) des
Patientenkollektivs wurden Anti-TcdA und bei 28% (13/46) Anti-TcdB nachgewiesen.

Kelly et al.® fanden in der Akutphase ahnlich niedrige Seropravalenzen fur Toxin-Antikorper
bei akut an CDI Erkrankten (ca. 38% Anti-TcdA und Anti-TcdB). Hohere Pravalenzen zeigten
sich in Untersuchungen mit langerer Nachbeobachtungszeit. So fanden Eichel-Streiber et al.*°
im spateren Krankheitsstadium bei 52% der CDI-Patienten Anti-TcdA und bei 64% Anti-TcdB,
wahrend Bacon et al.# bei 20% der Patienten Anti-TcdA und bei 60% Anti-TcdB nachwiesen.

Da die erste Antikdrperbestimmung unserer Studie bereits am Tag der Diagnosestellung
stattfand, kann sie zu diesem Zeitpunkt nicht als primare Immunantwort auf das akute
Entziindungsgeschehen gewertet werden, sondern scheint eher ein Mal3 fur die
Durchseuchung bzw. ein Ausdruck fur das B-Zell-Gedachtnis friiherer Infektionen zu sein.
Unter diesem Aspekt ist der Vergleich mit gesunden Probanden interessant und auch hier
zeigten sich nur niedrige Pravalenzen fur Toxin-AntikOrper. In Untersuchungen von
Blutspendern konnten Eichel-Streiber et al.*° bei 22,1% Anti-TcdA und bei 12,8 % Anti-TcdB
nachweisen; Bacon et al.* fanden bei 19,4% Anti-TcdA und bei 8,1% Anti-TcdB. Ein moglicher
Erklarungsansatz fir die niedrigere Pravalenz fir Anti-TcdB im Vergleich zu unserer
Untersuchung kénnte in der Patientencharakteristik liegen. Die Blutspender waren jinger und
gesund im Vergleich zu unserem im Mittel 69 Jahre alten und vorerkrankten Patientenkollektiv,
welches in der Vorgeschichte zahlreiche Hospitalisierungen aufwies, die ein erhdhtes

Besiedlungsrisiko in Bezug auf C. difficile mit sich bringen?!.
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Bei unserer gesunden, im Mittel 36-jahrigen Kontrollgruppe zeigte sich mit 30% eine &hnliche
Pravalenz fur Anti-TcdB wie fir die akut Erkrankten. Anti-TcdA wurde nicht nachgewiesen.

In der akuten Krankheitsphase blieb der Titer der Toxin-Antikdrper stabil, sodass ein friher
Booster-Effekt ausgeschlossen werden konnte. Ahnliche Beobachtungen machten Waullt et
al.’?%, die wahrend ihrer Nachbeobachtungszeit von 40 Tagen keinen signifikanten Anstieg von
Anti-TcdA und nur einen moderaten, wenn auch signifikanten, Anstieg von Anti-TcdB zeigten.
Kyne et al.®® konnten fiir Patienten mit einer einmaligen Krankheitsepisode einen Anstieg der
IgG-Antikdrper gegen Toxin A zwischen dem neunten und zwdlften Tag nachweisen, entgegen
des stabilen Titerverlaufes bei Patienten mit rekurrenter Infektion. Unterschiede in der
Antikdrperreaktion  kénnten  hier mit einem langeren  Beobachtungszeitraum

zusammenhangen, der auch einen spateren Antikérperanstieg abbildet.

Die hochste Seropravalenz zeigte sich fur Anti-GDH. Diese Antikdrper fanden sich bei 85%
unseres Patientenkollektives. Obgleich GDH sehr friih im Krankheitsbeginn sezerniert wird
und auch nachgewiesen werden kann®', ist die Pravalenz der Antikérper gegen dieses Enzym
in einem solch friihen Krankheitsstadium ebenfalls Ausdruck eines friilheren Erregerkontaktes.
Studien belegen, dass eine Kolonisierung mit C. difficile bei bis zu 26% hospitalisierter
Patienten zu finden ist®. Die hier hohere Nachweisrate konnte mit den haufigen
Krankenhausaufenthalten der einzelnen Patienten erklarbar sein. In  unserem
Patientenkollektiv gaben 65% (30/46) an, in den letzten drei Monaten bereits in einem
Krankenhaus behandelt worden zu sein. Von den ubrigen zehn Patienten litten sechs unter
schweren Komorbiditaten, die einen engen Kontakt zum Gesundheitswesen notwendig
machten. Nicht auszuschlieBen ist darlber hinaus eine Kreuzreaktion mit anderen

Clostridienspezies (z.B. C. clostridioforme).

Entgegen der Datenlage, die bei Gesunden und Asymptomatischen von einer
Kolonisierungsrate von < 2% ausgeht®!, war mit einer Pravalenz von 30% auch in der
gesunden Kontrollgruppe eine hoéhere Nachweisrate fir Anti-GDH zu verzeichnen. Diese
kénnte ebenfalls mit der Exposition zu dem Gesundheitswesen erklarbar sein, in dem tber

50% der untersuchten gesunden Probanden tatig waren.

Bedenkt man jedoch, dass GDH ein gemeinsames Antigen aller C. difficile-Stamme ist,

unabhangig, ob non-toxigen oder toxigen, und dass alle Menschen seit ihrer friihen Kindheit
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regelmafig mit diesem Erreger in Kontakt kommen®35410 erscheinen sowohl unsere als auch

die bisher publizierten Seropravalenzen fir Anti-GDH gering.

Diese Beobachtung konnte als ein Effekt der intestinalen Immuntoleranz mit geringer
Sensibilisierung der B-Zellen fiir dieses reichlich vorhandene bakterielle Antigen interpretiert
werden. Folglich bildet der Korper trotz des regelméRigen Erregerkontaktes keine
ausreichende Immunantwort aus. In Anbetracht dieser Hypothese muss ebenso angemerkt
werden, dass sich GDH trotz der Eigenschaft, ein gemeinsames Antigen aller C. difficile-

Stdmme zu sein, als Marker fur die allgemeine Seroprévalenz nicht anbietet.

Bislang gibt es keine Untersuchungen beziiglich der Dynamik von Anti-GDH wahrend der
akuten Erkrankung. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal untersucht und auch
hier war der Titer tber den Beobachtungszeitraum nahezu gleichbleibend.

Wegen der immunogenen Eigenschaften®®° und hieraus abzuleitender moglicher Targets von
Impfungen wurden in der Vergangenheit neben Toxinen auch Toxin-unabhéngige Antigene
diskutiert; doch Studien zur Immunantwort auf diese sind limitiert. In einer der wenigen
Arbeiten zu diesem Thema untersuchten Péchiné et al.2® die immunologische Antwort auf
Oberflachenantigene wie beispielsweise Cwp84. Mit einem Anti-Cwp84-Nachweis bei 15 von
17 CDI-Patienten kommt die Préavalenz dieser Studie der unseren fiur die kranke und gesunde
Kohorte nahe. Ebenso zeigte sich tUbereinstimmend mit unseren Ergebnissen ein stabiler

Antikdrperverlauf fur Anti-Cwp842°,

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 26% der Patienten neutralisierende Antikbrper gegen
RT027-Toxine und bei 11% gegen RT014- und RT027-Toxine nachgewiesen. Eine alleinige
Neutralisation von RT14-Toxinen fand sich nicht. Zur Pravalenz neutralisierender Antikorper
ist nur sehr wenig bekannt. So gibt es nach unserem Kenntnisstand nur eine historische Studie
von Viscidi et al'*®* aus dem Jahr 1983, die das Vorkommen dieser Antikorper untersuchte!®
und mit einer Gesamtprévalenz neutralisierender Antikorper von 22 % (gegen Toxin B) bzw.

von 9% (gegen Toxin A) vergleichbare Ergebnisse zu unseren Daten zeigte.

Ebenso niedrige Seropravalenzen fanden sich bei unserer gesunden Kontrollgruppe mit 30%.
Diese Ergebnisse spiegeln Beobachtungen aktueller Impfstudien wieder, die ebenfalls niedrige

Pravalenzen und Titerhéhen neutralisierender Antikorper bei Gesunden nachwiesen®.
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Die Titer der neutralisierenden Antikorper blieben wahrend des Beobachtungszeitraumes
stabil.

Obgleich nicht sicher auszuschlie3en ist, dass eine verzogerte Stimulation der B-Zell-Antwort
zu einem spéateren Zeitpunkt der CDI stattfinden konnte, wéren niedrige oder fehlende
Antikorper- bzw. Neutralisationstiter zu Beginn der Erkrankung in Kombination mit einer
fehlenden Dynamik der Antikdrperreaktion wahrend der friihen Phase der CDI ein mdglicher
Erklarungsansatz, warum Antikdrper gegen C. difficile und seine Toxine den akuten klinischen
Verlauf der CDI nicht beeinflussen3°6,

Zusammenfassend waren sowohl Pravalenzen als auch Titer der Toxin-abhangigen und
neutralisierenden Antikérper gering. Unter der Annahme, dass die Antikérperproduktion fir C.
difficile in der Kindheit stimuliert und im Erwachsenenalter durch regelmafigen Erregerkontakt
oder Kreuzreaktionen aufrecht erhalten wird>3541% st dies eine ganz wesentliche Erkenntnis
der Arbeit; denn sie lasst darauf schlie3en, dass eine lokale Besiedlung des Darmtraktes bzw.
eine lokale Infektionen mit C. difficile nicht geeignet ist, hohe Antikorpertiter zu erzeugen und
einen systemischen Schutz entstehen zu lassen. Hierfir waren folglich andere
Immunstrategien (z.B. Impfungen) nétig, die erhdhte neutralisierende Antikorpertiter erzielen
konnen und somit einen ausreichenden Schutz bewirken. Gegenwartig wird in Kklinischen
Studien der Phase-3 der Schutz vor CDI durch hochtitrige neutralisierende Antikdrper nach

Anwendung von Toxoidimpfstoffen untersucht.

5.2.2 Vergleich zwischen ELISA- und neutralisierenden Antikdrpern

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein positiver ELISA-Wert fiir Anti-TcdB
eng mit dem Vorhandensein von neutralisierenden Antikdrpern gegen die Toxine der RTs
RTO014 und RT027 korreliert (Fisher's Exact Test: RT027 p= < 0,0001 bzw. RT014 p = 0,018).

Nach unserem Kenntnisstand gibt es nur eine langer zurtickliegende Studie aus dem Jahr
1983, die die Ergebnisse der ELISA-Untersuchung mit denen des Neutralisationstests klar
gegenuberstellt!*®,  Auch hier konnte eine Korrelation zwischen dem Auftreten

neutralisierender Antikdrper und Anti-TcdB nachgewiesen werden. Entgegen unserer
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Ergebnisse fand sich jedoch auch ein Zusammenhang zwischen neutralisierenden Antikbrpern
und Anti-TcdA, obgleich dieser gering ausfiel. Diese Beobachtung konnte durch
Kreuzreaktivitdten von damals verwendeten Antigenpraparaten erklarbar sein, wahrend fur

unsere Studie hochgereinigte Toxine (TcdA, TcdB) zur Verfiigung standen.

Bei zwolf von 46 Patienten fanden sich neutralisierende Antikérper gegen RT027-Toxine
(konditioniertes Medium). Hiervon konnte man bei funf Patienten zusatzlich neutralisierende
Antikorper gegen RT014-Toxine (konditioniertes Medium) nachweisen. Eine Neutralisation
allein gegen RT014-Toxine fand sich interessanterweise nicht.

In vergangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass Unterschiede zwischen Toxinen
verschiedener Ribotypen bestehen und toxigene C. difficile-Stamme sowohl konservierte als
auch stammspezifische neutralisierende TcdB-Epitope exprimieren*?,

Antikbrper gegen konservierte Epitope konnen folglich potenziell TcdB verschiedener
Ribotypen binden und neutralisieren. Dies scheint ein mdéglicher Erklarungsansatz fur die
Beobachtung zu sein, dass funf Patienten neutralisierende Antikorper sowohl gegen RT014-,
als auch RTO027-Toxine aufwiesen. Demgegeniiber waren Antikdrper gegen Epitope in

variablen Regionen lediglich im Stande, Toxine nur bestimmter Stamme zu neutralisieren.

Zukunftige Studien sind daher erforderlich, um zwischen konservierten und variablen,

stammspezifischen neutralisierenden Epitopen fiir die TcdB-Neutralisierung zu unterscheiden.

5.2.3 Die Antikorper und der Krankheitsverlauf

Im Konsens mit vorangegangenen Studien3%%® konnte kein Zusammenhang zwischen
dem Nachweis von Toxin-Antikorpern und der Krankheitsschwere bzw. dem akuten

Krankheitsverlauf beobachtet werden.

Hohe Rezidivraten wurden sowohl bei Anti-TcdB-positiven (38%) als auch bei Patienten
mit neutralisierenden Antikdrpern (25%) festgestellt und auch eine aktuelle Studie konnte
keinen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Anti-TcdB und dem
Rekurrenzrisiko belegen®. Demgegeniiber stehen jedoch Untersuchungen, die auf die

Bedeutung von Anti-TcdB fur das Risiko einer rekurrenten Infektion hinweisen3%:56.68,
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Mutmalfilich tragen nur ausreichend hohe Anti-TcdB-Titer zur Verhinderung eines CDI-
Rezidivs bei*®. Diese Hypothese scheint insbesondere durch die erfolgreiche passive

Immunisierung mit monoklonalem Anti-TcdB (Bezlotoxumab) bestarkt?.

In unserer Follow-up-Untersuchung entwickelten 19% der Patienten (6/31) ein Rezidiv. Von
diesen sechs Patienten konnte man bei finf inital keine neutralisierenden Antikorper
nachweisen. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass das Ausbilden neutralisierender
Antikorper Rezidiven entgegenwirken koénnte. Dennoch sollte diese Beobachtung
umfangreicher untersucht werden, da aufgrund der begrenzten Patientenanzahl hierzu keine

sichere Aussage getroffen werden kann.

Es bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen Geschlecht und dem GLDH-

Antikdrpernachweis. Hierbei wird von einer zufalligen Beobachtung ausgegangen.

5.2.4 Limitationen

Die vorliegende Studie hat einige Limitationen. Es handelt sich um eine explorative
unizentrische Studie mit einer kleinen Patienten- und Kontrollkohorte. Ferner ist ein ,Lost to
follow-up“ von ca. 30% der initial eingeschlossenen Patienten zu verzeichnen. Dies ist
mutmallich bei fast allen Studien mit C. difficile, die sich mit einer alteren und multimorbiden
Kohorte befassen, kaum zu vermeiden, konnte aber durch groRRere, prospektive

multizentrische Studien ausgeglichen werden.

Friihe Booster-Effekte nach CDI waren fur keinen der untersuchten C. difficile-Antikorper
nachweisbar. Allerdings kann eine spatere Antikdrperantwort nicht ausgeschlossen werden,
da Proben zu spateren Zeitpunkten im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden konnten.

Auch dies sollte Gegenstand zukunftiger Studien sein.

Es wurden Gesamt-Antikbrper untersucht. Fir ein optimales Verstandnis des
Immungeschehens ist ein Differenzierung der Antikdrperklassen sinnvoll. Nahezu unbekannt
ist ferner die Bedeutung der Schleimhautimmunitat (lokales IgA), die bislang kaum untersucht

wurde.
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Zur Differenzierung von konservierten und nicht-konservierten Epitopen sollten
neutralisierende Antikorper auch gegen konditionierte Medien anderer endemischer und
epidemischer Ribotypen (z. B. RT001) getestet werden. Ebenso sollten pro RT mehrere Isolate

untersucht werden.

5.2.5. Zusammenfassender Ausblick

Es wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende wichtige Erkenntnisse beziiglich der

humoralen Immunantwort wéhrend einer akuten CDI gewonnen:

I. Insgesamt war die Pravalenz und die Titerh6he von Toxin-Antikdrpern und neutralisierenden
Antikorpern gering. Booster-Effekte mit Serokonversion waren in der Akutphase der CDI fur

keinen spezifischen Antikorper erkennbar.

Il. Der Antikérpernachweis stand nicht in Zusammenhang mit Patientenmerkmalen, Symptomen

oder der Schwere der Erkrankung.

Ill. Zudem konnte eine klare und enge Korrelation zwischen Anti-TcdB und den neutralisierenden
Antikbrpern gezeigt werden, was die Annahme bestarkt, dass Anti-TcdB die funktionell

relevanten Antikorper zu sein scheinen.

IV.Es wurden aulRerdem Proben mit breiter und mit stammbeschrankter
Neutralisierungskapazitat gefunden, was auf unterschiedliche neutralisierende Epitope

zurtickzuftihren sein kdnnte.

V. In Vorversuchen konnte zudem eine erhdhte Zytotoxizitat von RT027 trotz verzbgertem

Wachstum im Vergleich zu RT014 belegt werden.

Die Wichtigkeit und Bedeutung der nattrlichen Antikorperantwort wahrend einer CDI wird
haufig zitiert und ist doch in ihrer G&nze nicht verstanden. Der Einfluss der natirlichen
Immunantwort auf das Krankheitsgeschehen der CDI wurde bisher experimentell nicht
ausreichend belegt und aktuelle klinische Daten und Studien30:36:39:56.66.113.120 hijaten ein breites

Interpretations- und Ergebnisspektrum.
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Diskussion

Niedrige Pravalenzen und Antikorpertiter trotz wiederholtem Erregerkontakt seit dem
Sauglingsalter sprechen fur eine Immuntoleranz, die eine systemische und schiitzende
Antikorperantwort nicht entstehen lasst. Dies bedeutet, dass fiur neue praventive
Immunisierungsstrategien andere Ansatze erforderlich sein werden, um hohe neutralisierende
Antikérperspiegel mit entsprechender Schutzwirkung zu erzielen. Die passive Immunisierung
mit Bezlotoxumab und aktive Immunisierung mit Toxoid-Impfstoffen stellen hierbei

vielversprechende praventive Konzepte dar.
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7 Anhang

7.1 Statistische Berechnungen

Anhang

Tabelle 7: Wachstumskinetik von klinischen Isolaten der RTs RT010, RT014, RT027 im Vergleich. Ubersicht
der signifikanten Unterschiede der ODs von RT010, RT014 und RT027. Berechnung mittels parametrischem T-

Test.
Oh 6 h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h
RT010 vs. RT014 ns 0,008 0,0163 0,0022 0,0071 ns ns
RTO010 vs. RT027 ns < 0,0001 < 0,0001 ns < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
RTO014 vs. RT027 ns < 0,0001 < 0,0001 ns 0,0007 < 0,0001 < 0,0001

Tabelle 8: Korrelation zwischen der Antikérperprévalenz und dem Auftreten eines Rezidivs (Follow up).
Berechnung mittels Fisher’'s Exact Test.

Antikdrper p-Wert
Anti-TcdA 0,49
Anti-TcdB 0,63
Anti-GDH 1
Anti-Cwp84 0,65
neutralisierende Antikorper 1
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Tabelle 9: Korrelation zwischen Patientencharakteristik und Schwere der CDI. Berechnung mittels Fisher’'s Exact Test.

Anhang

Schwere der Erkrankung

leicht mittel - schwer p-Wert
Geschlecht va 13 i: 1
<65 10 11
Alter > 65 11 14 1
. <72h
Therapieansprechen > 72h i 12 0,3
Komorbiditaten
Tumorerkrankung nﬁn 12 1411 1
chronische Darmerkrankung nﬁn 201 205 1
: ja 4 4
Immunsuppression nein 17 21 1
Leberinsuffizienz nJeain 201 223 0,4928
Niereninsuffizienz nJeain 147 196 0,3251
. ja
chronische Lungenerkrankung nJein 156 232 0,4390
Therapie
<72h
Therapieansprechen > 72h 471 1‘11 0,4705
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Tabelle 10: Korrelation zwischen Patientencharakteristk und Therapieansprechen. Berechnung mittels Fisher's Exact Test.

Anhang

Therapieansprechen

<72h > 72h p-Wert
m
Geschlecht W 180 180 1
<65 8 7
Alter > 65 10 11 !
Komorbiditaten
ja 9 9
Tumorerkrankung nein 9 9 1
chronische Darmerkrankung nJea}n 108 108 1
. ja 3 3
Immunsuppression nein 11 15 1
Leberinsuffizienz - 108 126 0,4857
j 4
Niereninsuffizienz nJea:n 14 162 0,7112
j 2
chronische Lungenerkrankung nJea:n 135 16 1
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Anhang

Tabelle 11: Korrelation zwischen der Pravalenz von Anti-TcdA und allgemeinen Angaben, Krankheitsschwere, Komorbiditaten, Therapieansprechen. Berechnung mittels
Fisher's Exact Test.

Anti-TcdA
positiv negativ p-Wert
Geschlecht o ‘11 32 0,3488
<65
Alter > 65 i ;2 0,3566
Klinische Angaben
leicht 2 19
Schwere der Erkrankung mittel-schwer 3 22 1
. ja
Fieber nJein g 352 '
- ja
Rezidiv e 2 é(l) 0,1565
Komorbiditaten
Tumorerkrankung nJea}n i 5(1) 0,3488
chronische Darmerkrankung nJeain g 401 1
Immunsuppression ja 1 ! 1
nein 4 34
Leberinsuffizienz nJee:n i 317 0,2215
Niereninsuffizienz nJee:n g ;(1) 0,6119
. ja 0 8
chronische Lungenerkrankung nein 5 23 0,5692
Therapie
. <72h
Therapieansprechen S5 ‘11 1471 0,3377

77



Anhang

Tabelle 12: Korrelation zwischen der Pravalenz von Anti-TcdB und allgemeinen Angaben, Krankheitsschwere, Komorbiditaten, Therapieansprechen. Berechnung mittels
Fisher's Exact Test.

Anti-TcdB
positiv negativ p-Wert
m
Geschlecht " ; 12 0,7442
<65
Alter N ; 12 0,7374
Klinische Angaben
leicht 4 15
Schwere der Erkrankung e O B Iy 5 13 0,2
Fieber Jé 4 L 1
nein 22 10
ja
Rezidiv — Z 271 0,4686
Komorbiditaten
Tumorerkrankung nJeain Z 12 0,7417
chronische Darmerkrankung nJea:n 103 208 1
. ja 2 5
Immunsuppression ein 11 >3 1
Leberinsuffizienz nJea}n 121 208 0,0951
Niereninsuffizienz 2 g 262 0,6979
chronische Lungenerkrankung nJee:n 121 244 1
Therapie
<72h
Therapieansprechen > 72h 3 172 0,2883
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Anhang

Tabelle 13: Korrelation zwischen der Pravalenz von Anti-GDH und allgemeinen Angaben, Krankheitsschwere, Komorbiditaten, Therapieansprechen. Berechnung mittels
Fisher's Exact Test.

Anti-GDH
positiv negativ p-Wert
Geschlecht - Z I 0,0489*
<
Alter 55 7 4 )
Klinische Angaben
leicht
Schwere der Erkrankung o 17 4 1
mittel-schwer 21 4
. ja
Fieber n’e - 332 é 0,1875
- ja
Rezidiv — E 2 0,6840
Komorbiditaten
Tumorerkrankung nzn ;2 2 0,4390
chronische Darmerkrankung nzn 308 g 1
. ja 7 1
Immunsuppression oein 31 = 1
Leberinsuffizienz nZn 326 (8) 1
Niereninsuffizienz nZn ;g g 0,6689
chronische Lungenerkrankung nzn 371 ; 1
Therapie
. <72h
Therapieansprechen > 72h 12 i 1

79



Anhang

Tabelle 14: Korrelation zwischen der Pravalenz von Anti-Cwp84 und allgemeinen Angaben, Krankheitsschwere, Komorbiditaten, Therapieansprechen. Berechnung

mittels Fisher’'s Exact Test.

Anti-Cwp84
positiv negativ p-Wert
m
Geschlecht " 12 190 0,7652
<65 12 9
Alter > 65 15 10 '
Klinische Angaben
leicht 13 8
Schwere der Erkrankung e iy 1a 11 0,7687
Fieber i 3 2 1
nein 23 14
ja
Rezidiv — 261 181 0,1988
Komorbiditaten
Tumorerkrankung njea:n 152) 190 1
chronische Darmerkrankung nzn 207 109 1
Immunsuppression nzn ;3 145 0,7002
Leberinsuffizienz nﬁn 225 109 0,5043
Niereninsuffizienz — 270 163 0,7463
. ja 3 5
chronische Lungenerkrankung nein >4 14 0,2455
Therapie
<72h
Therapieansprechen 7T 12 2 0,7332
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Anhang

Tabelle 15: Korrelation zwischen positivem Neutralisationstest (NT) und allgemeinen Angaben, Krankheitsschwere, Komorbiditaten, Therapieansprechen. Berechnung
mittels Fisher’'s Exact Test.

Neutralisationstest

positiv negativ p-Wert

Geschlecht w 2 ig 1

<65
Alter S6E i ;i 0,1067
Klinische Angaben
Schwere der Erkrankung : leicht 2 16 1
mittel-schwer 7 18
. ja

Fieber — 120 237 0,6134

Rezidiv nJ::n g ;g 1

Komorbiditaten

Tumorerkrankung nJ::n 2 12 0,7486

chronische Darmerkrankung njea:n 102 304 1

. ja 2 6

Immunsuppression oein 10 58 1
Leberinsuffizienz nzn 120 304 0,0638
Niereninsuffizienz nzn g 295 0,7165

chronische Lungenerkrankung njeazn 120 268 1

Therapie
. <72h

Therapieansprechen > 72h 2 ig 0,4430
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Anhang

Tabelle 16: Korrelation zwischen positivem Neutralisationstest (NT027) und korrespondierenden Ribotypen der Patientenproben. Berechnung mittels Fisher's Exact Test.

Neutralisationstest RT027

positiv negativ p-Wert
ja 4 9
RT001 nein 8 >0 0,7165
ja 1 4
RT027 cein 11 30 1
ja 0 5
RTO14 nein 12 29 0.3
ja 0 3
RT020 nein 1 31 0,5
ja 1 11
RTO78 nein 11 33 0.48
RT126 nemn 0 2 L
nein 12 32
ja 2 4
unbekannte RTs nein 10 20 0,643
RT159 | RT017 | RT046 | RT023 j? 1 0 0,26
nein 11 34 '
RTO005 | RTO11 | RT012 | RT029 | RT053 | RT081 J% 0 1 1
nein 12 33
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Anhang

Tabelle 17: Korrelation zwischen positivem Neutralisationstest (NT014) und korrespondierenden Ribotypen der Patientenproben. Berechnung mittels Fisher's Exact Test.

Neutralisationstest RT014

positiv negativ p-Wert
ja
RT001 12 1 12 1
nein 4 29
RT027 12 0 ° 1
nein 5 36
ja 0 5
RT014 nein 5 36 '
RT020 12 0 3 1
nein 5 38
ja 1 1
RTO78 e 4 %0 0,2
RT126 nemn 0 2 L
nein 5 39
ja
unbekannte RTs ! : 2 4 0,12
nein 3 37
RT159 | RT023 12 0 1 1
nein 5 40
RTO005 | RTO11 | RTO12 | RT029 | RT053 | RT081 12 0 1 1
nein 5 40
RTO17 | RT046 12 L 0 0,11
nein 4 41
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7.2 Fragebogen

r Seite 1von 2

Formular zur Erhebung Klinischer Daten von
Patienten mit Clostridium difficile Infektion.

Bitte senden Sie den ausgefiillten Fragebogen per Fax an KH-
Hygiene 23994,

Anhang

Anstiont foie Medinamnche Mikmtdehgie wod Hyglene
Sattehe Medumaraimashisg el

A
PD Dx med Luz veo Muller 8 06541 1623987 small: chostndines defficile uks odf

Tagesnummer/PNR (wird vom IMMH ausgefiillt)

Tagesnummer

PNR

(bitte nicht ausfillen) O uks

O extemer Einsender

Einsender - Institut/Labor/Klinik oder Station

Universitatsklinikum des Saarlandes:
Station

Ansprechpartner

Externer Einsender:

Name/Anschrift

Ansprechpariner
Telefon/Fax/e-mail

Postleitzahl des Einsenders

Material und Untersuchung

Entnahmedatum (TT.MM.JJJJ)

Fragestellung

Patientendaten

Name, Vomame (z. B. Patientenetikett)

evtl. Labomummer (ext. Einsender)

Geburtsdatum (TT.MM.JJJJ)

Geschlecht O mannlich

O weiblich
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r

Klinische Angaben

Seite 2 von 2

Anhang

Manifestation

OErst-

manifestation

O 1. Rezidiv

O 2. Rezidiv und
mehr

Durchfélle =3xtgl. (Beginn)

O < 3 Tage nach O = 3 Tage nach

O keine Durchfalle O nicht bekannt

Aufnahme Aufnahme
O keine weitere O Fieber O Leukozytose [ Kreatininanstieg
Symptomatik (>38,5°C) (=15GlL) >50% oder
>133pmol/l
: : O lieus [ Megacolon [0 Peritonitis [ Beatmung
W?“?’;Symp‘m" (Mehrfachantworten | - geyyysst- O Sepsis O Intensivtherapie [ Kolektomie
magiich.) seinsstorung (Notfall)
O mit CDI O Pseudomem- O andere
verstorben branose Kolitis
(endosk.
gesichert)
O keine 0O Vorausge- 0O Aktuelle 0O Tumor-
Komorbiditat gangene Symptomatik erkrankung
Antibiose (letzte unter laufender
4 Wochen) Antibiose
e O Chron. entziindl. O Immun- O Leber- O Nieren-
Komorbiditat (Mehrfachantworten Darmer- suppression insuffizienz insuffizienz
moglich.) krankung
O Chron. O Emahrungs- O Krankenhaus-  [J Pflegeheim
Lungener- sonde (z.B. aufenthalte
krankung PEG) (letzte 3 Monate)
0O andere
[ bisher keine [ Metronidazol p.o. [J Vancomycin p.o. [J Fidaxomycin p.o.
C. difficile Therapie (Mehrfachantworten Therapie
mglich:) O Probiotika O andere
wenn ja: Therapieansprechen O <4ssunden O =72stunden O =725tunden O kein Therapie-

ansprechen

vorherige stationare Therapien

Postleitzahl der Krankenhauser

Postleitzahl der Pflegeeinrichtungen
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7.3 Gerate und Reagenzien

Substanzen / Materialien

96-Well-Mikrotiterplatten

Anaerobiertopf (2,5 )

BHI (Brain Heart Infusion) (5 ml)

BHI (Brain Heart Infusion)

Trockenn&ahrmedium

Blutagar

C. DIFF QUIK CHEK COMPLETE®

DMF

EDTA/Serum-Blutabnahmerdhrchen

Falcon-Roéhrchen
FCS

Filter 0,2 nm
GENbox anaer
GENbox Anaerobiertopf 7,0 |
Impfésen

KCI

KH2PO4

MTT Assay
Multipette
Multipettenspitzen

Mycolasmen PCR

NaCl

Anhang

Hersteller

Nunc™ MicroWell™ 96-Well, Nunclon Delta-
Treated, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Copan, Murrieta, Kalifornien, USA

BD Bacto, BD Biosciences, Kalifornien, USA

BD Biosciences, Kalifornien, USA

TechLAB, Blacksburg, Virginia, USA

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Falcon, Corning, New York, USA

Biochrom, Berlin, Deutschland

Filtropur 0,2, Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
BioMérieux, Marcy-L’Etoile, France

BioMérieux, Marcy-L’Etoile, France

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA

(Sigma, M-2128), St. Louis, Missouri, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, blau (100 pl), Hamburg, Deutschland

Venor®GeM Classic, MB minerva biolabs®, Berlin,
Deutschland

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA
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Na,HPO4
Petrischalen

Photometer

Pipetten

SDS
Stabpipette

Trypsin

Vakuumfiltration

Vero B4 Zellen

Zellkultur-Medium

Gerate

Anaerobierwerkbank

Brutschrank Typ B 6200
Microplate reader

Mikroskope

Anhang

VWR, Radnor, Pennsylvania, USA
TPP, Trasadingen, Schweiz

Gene Quant Pro Amerham Pharmacia Biotech AB,
Lund, Schweden

Research plus, 1-Kanal blau (1000 pl), gelb (200 pl),
Research Plus Multichannel gelb (200 pl),
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
VWR, Radnor, Pennsylvania, USA
Costar, Corning, New York, USA

TrypLE Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Filteraufsatz 250 "rapid"-Filtermax 0,22 pum TPP,
Trasadingen, Schweiz

DSMZ ACC 33, Leibniz Institute, DSMZ-German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures
GmbH, Braunschweig, Deutschland

Gibco RPMI 1650 , Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 Medium, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Hersteller

Don Whitley Scientific, Bingley, Vereinigtes
Konigreich

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sunrise, TECAN, Mannedorf, Schweiz

LEICA DFC 420 C, LEICA, Wetzlar, Deutschland

ZEISS  Axiovert 10, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland
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Anhang

TC20™ Automated Cell Counter Bio RAD, Hercules, Kalifornien, USA

Vakuumfiltersystem TPP, Trasadingen, Schweiz

Warmebad Lauda-GFL, Burgwedel, Deutschland

Zellkultur-Inkubator Heracell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Zellkulturwerkbank Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5810, Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Rotina 420 R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland

Heraeus Pico 21, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA
Software Hersteller
GraphPad Prism Version 6.04 GraphPad Software, San Diego, USA
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