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3.1 - Atemtests

3.1 Atemtests

A. Ballauff

Atemtests sind wegen der geringen Belastung flir den Patienten
gerade in der Padiatrie beliebt. Sie erfordern allerdings die Mit-
arbeit des Kindes und bei jingeren Kindern viel Erfahrung des
Untersuchers. Die Tests missen nach einem standardisierten Test-
protokoll durchgefiihrt werden. Bei der Interpretation der Test-
ergebnisse sind mogliche Fehlerquellen zu beachten. Es besteht
nicht immer eine direkte Korrelation mit Krankheitssymptomen.

3.1.1 Sammlung und Messung

des Atemgases

Zur Analyse abgeatmeter Gase muss endexspiratorische
Luft gewonnen werden, ohne Vermischung mit frithexspira-
torischer Luft (sonst Korrektur mit Messung des CO,-Parti-
aldrucks, s. unten). Altere Kinder blasen nach Anhalten der
Atmung tiber 15 s durch tiefe Ausatmung iiber einen Stroh-
halm endexspiratorische Luft in ein Glasrohrchen, das dann
luftdicht verschlossen wird (Vacutainer), oder {iber ein Mund-
stiick oder eine Maske direkt in ein H,-Messgerat oder in Beu-
tel. Bei Sauglingen und Kleinkindern kann mit einer Maske
oder einer Sonde, die bis zum nasopharyngealen Ubergang
vorgeschoben wird, mit einer Spritze atemsynchron exspira-
torische Luft abgesaugt und in Vacutainer oder direkt in das
Messgerit eingegeben werden. In Vacutainern sind Proben
iiber mehr als 30 Tage stabil und koénnen auch zur Analyse
verschickt werden.

Die Messung von H, wird heutzutage meist mit kleinen
Geriten elektrochemisch direkt vor Ort durchgefiihrt. Die
Messung von " C durch das Verhiltnis *CO,/CO, erfolgt
in spezialisierten Labors durch sehr prazise, hochauflosende
Isotopen-Ratio-Massenspektrometer, die nur kleine Proben-
volumina (Vacutainer) bendtigen, oder alternativ mit preis-
werteren, einfacher zu bedienenden Geridten mittels naher
Infrarotisotopenspektrometrie, allerdings nur aus groleren
Probenvolumina.

3.1.2 H2-Atemtests

m  Testprinzip

Nach Einnahme des zu testenden Zuckers entsteht bei un-
vollstandiger Resorption durch bakterielle Fermentation
von Kohlenhydraten im Kolon das Gas H, Etwa 20 % davon
diffundieren durch die Darmwand in das Blut und werden
weniger als 5 min nach Bildung abgeatmet. Etwa 5-25%
aller Menschen haben eine Darmflora, die kein H, bildet
(H,-Non-Producer). Bei ihnen sind H,-Atemtests nicht ver-
wertbar.

Niichtern liegt der H2-Gehalt der Ausatemluft bei
<10 ppm. Ein erhohter Basalwert findet sich, wenn der Pati-
ent nicht niichtern ist (Cave: Zahnpasta) oder vorab schwer
verdauliche Kohlenhydrate verzehrt hat. Dann muss der Test
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verschoben werden. Bei Durchfithrung des Tests wird nach
Verzicht auf ballaststoftreiche Kost fiir 3 Tage sowie nach
einer Niichternperiode von je nach Alter 8-12 Stunden und
nach Mundspiilung mit Wasser oder desinfizierender Losung
(morgens nicht Zdhneputzen wegen Kohlenhydraten in der
Zahnpasta) der Basalwert durch Gewinn von 1-2 Atemproben
vor der Gabe der Testsubstanz ermittelt. Nach Trinken der
Testlosung werden in der ersten Stunde alle 10 min und dann
fitr 2-3 h alle 30 min Atemproben gewonnen.

= Indikationen und Testsubstrate
Indikationen und Testsubstrate sind in 8 Tab. 3.1 zusammen-
fassend dargestellt.

= Interpretation und Fehlerquellen

Ein Anstieg der H,-Konzentration auf >20ppm
(bei Korrektur mit Messung des CO,-Partialdrucks:
>0,5 ppm H,/mmHg CO,) iiber den Basalwert zeigt an, dass
und wann ein relevanter Anteil des verabreichten Kohlenhy-
drats in Kontakt mit H,-produzierenden Bakterien gelangt ist.

Ein sehr frither Konzentrationsanstieg (vor Ablauf von
30 min) ist ein Hinweis auf eine bakterielle Fehlbesiedlung
in Mund oder Diinndarm oder auf eine verkiirzte orozokale
Transitzeit. Ein spater Konzentrationsanstieg beweist nach
Gabe nichtresorbierbarer Kohlenhydrate, dass die Darmflora
H, produziert, und nach Gabe resorbierbarer Kohlenhydrate
eine unvollstindige Resorption (Beispiele: B Abb. 3.1).

Bei Verdacht auf eine Laktose- oder Fruktosemalabsorp-
tion sollten zeitgleich zur H,-Konzentrationsmessung Sym-
ptome wie Durchfall und Bldhungen protokolliert werden.
Ein pathologisches Testergebnis sagt nur aus, dass die gege-
bene Menge des Zuckers unvollstindig resorbiert wurde. Die
Korrelation mit klinischen Symptomen ist damit noch nicht
erwiesen.

Probleme der Interpretation bei Testung auf eine bakteri-
elle Fehlbesiedlung des Diinndarms werden verursacht durch:

Magenentleerungsverzogerung (spater H,-Konzentrati-

onsanstieg, falsch-negativer Befund),

verkiirzte intestinale Transitzeit,

unzureichende Mundhygiene mit frithzeitiger H,-Pro-

duktion durch die Mundflora (friiher H,-Konzentrati-

onsanstieg, falsch-positiver Befund).

Die Annahme, dass die Dauer zwischen der Einnahme von
Laktulose und dem H,-Konzentrationsanstieg die orozdkale
Transitzeit widerspiegelt, setzt voraus, dass das Substrat als
Bolus das Kolon erreicht und bereits im Zékum ausreichend
Hz—produzierende Bakterien vorhanden sind, was wahrschein-
lich nicht der Realitét entspricht.

3.1.3 '3C-Atemtests

= Testprinzip

13C kommt in etwa 1% aller Kohlenstoffatome natiirlicher-
weise vor. Nach oraler Gabe einer mit '* C markierten Subs-
tanz wird durch Verdauung, Resorption und Metabolisierung



110 Kapitel 3 « Funktions- und Laboruntersuchungen

O Tab.3.1 Indikationen und Testsubstrate fiir H -Atemtests

Indikation Substanz Menge Konzentration der
Lésung (%)

Laktosemalabsorption Laktose 2 g/kg KG, max. 50 g 20
Fruktosemalabsorption Fruktose 1 g/kg KG, max. 25 g 10
Bakterielle Fehlbesiedlung Glukose 1 g/kg KG, max. 50 g 20
des Diinndarms

Laktulose 0,5 g/kg KG, max. 10 g 10
Nachweis der H,-Produktion Laktulose 0,5 g/kg KG, max. 10 g 10
Feststellung der orozdkalen Laktulose 0,5 g/kg KG, max. 10 g (Erwachsene bis 20 g) 10
Transitzeit
Saccharase-lsomaltase- Saccharose 2 g/kg KG, max. 50 g 20

Mangel

PCO, gebildet, was zum Anstieg der 13C02/12C02-Ratio in
der Ausatemluft fithrt.

Inzwischen stehen viele verschiedene '* C-markierte Test-
substanzen zur Verfiigung, und zwar fiir:

Untersuchung der Leberfunktion,

Beurteilung von Fettverdauung und -resorption,

Untersuchung der Kohlenhydratverdauung,

Messung der Transitzeit,

Beurteilung der Magenentleerung,

Nachweis von Helicobacter pylori.

Die Testsubstanzen sind z. T. sehr teuer (Alternative zum
H,-Atemtest nur bei H,-Non-Producern). Einige Tests sind
fiir die Padiatrie nicht ausreichend validiert, so dass fiir den
klinischen Gebrauch aktuell der Test zum Nachweis von He-
licobacter pylori die grofite Bedeutung hat. Protokolle und
padiatrische Normwerte fiir Tests zur Beurteilung der Magen-
entleerung wurden in Studien erarbeitet.

= '3 C-Harnstoff-Atemtest
Das Enzym Urease aus dem Bakterium Helicobacter pylori
spaltet Harnstoff zu CO, und NH,, so dass bei einer Helico-
bacter-pylori-Infektion nach Schlucken von * C-markiertem
Harnstoff vermehrt *CO, abgeatmet wird.

Voraussetzungen zur Durchfithrung der Untersuchung
sind:

keine Therapie mit Antibiotika in den vorangegangenen

4 Wochen,

Absetzen von Protonenpumpeninhibitoren 2 Wochen

sowie von H,-Rezeptor-Antagonisten und Antacida

2 Tage vor dem Test,

leerer Magen (Kinder mindestens 4 h niichtern lassen)

Die Durchfithrung erfolgt in 3 Schritten:
Entnahme einer Atemprobe zur Messung des Basalwer-
tes,
Gabe von 75 mg * C-markiertem Harnstoft, aufgelost in
wenig saurer Fliissigkeit (Apfelsaft oder Zitronensiure),
anschlieend Nachspiilen mit einem Glas Apfelsaft

(Saure verzogert die Magenentleerung und erhoht die
Ureaseaktivitit,

Entnahme einer weiteren Atemprobe nach 30 min (evtl.
zusitzlich nach 15 min).

Der Test wird als pathologisch bewertet, wenn die
PCO,/CO,-Ratio, ausgedriickt als ,,delta over baseline” in
%o, um >5 %o ansteigt (Grauzone: 2,5 -5 %o). Damit betragen
Sensitivitit und Spezifitit dieses Tests fiir Kinder tiber 6 Jahre
fast 100 %, fiir jiingere Kindern ist die Spezifitét etwas geringer.

3.2 Motilitatsuntersuchungen

T. G. Wenzl

Die diagnostischen Methoden erfassen unterschiedliche Qualita-
ten der Motilitat. Dieses Kapitel beschreibt die Prinzipien und An-
wendungsbereiche der Verfahren. Anamnese und Untersuchung
geben entscheidende Hinweise flir das weitere Vorgehen.

Die Untersuchungsverfahren erfassen unterschiedliche As-
pekte der Motilitit. Die Sonographie ergénzt als bildgeben-
des Verfahren die klinische Untersuchung. Die Darstellung
der Anatomie, des Schluckaktes und der Magenentleerung
erfolgt durch radiologische Untersuchungen mit und ohne
Kontrastmittel. Eine Szintigraphie kann bei rezidivierenden
Aspirationssymptomen hilfreich sein. Die pH-Metrie ist
nach wie vor das am weitesten verbreitete primardiagnosti-
sche Verfahren. Sie ist fiir Verlaufsuntersuchungen und zur
Therapiesteuerung geeignet. Bilidrer duodenogastraler Re-
flux kann durch entsprechende Elektroden erfasst werden.
Die intraluminale elektrische Impedanzmessung (IMP) ist
eine pH-unabhingige Langzeitmessmethode. Die IMP mit
pH-Messung wird in Zukunft die isolierte pH-Metrie als
Standardverfahren bei der Diagnostik des gastodsophagealen
Refluxes ersetzen. Die Druckverhiltnisse im Osophagus und
Anorektum werden durch die Manometrie dargestellt. Die
Messung der Kolontransitzeit erfolgt durch die Verfolgung
oral applizierter Markersubstanzen. Der Bernstein-Test ist ein
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O Abb. 3.1 a,b. Pathologische Befunde des H -Atemtests. a Fruk-
tosemalabsorption: 90 min nach Gabe von 1 g Fruktose/kg KG
H,-Konzentrationsanstieg um 85 ppm, zeitgleich Bauchschmerzen;
b bakterielle Fehlbesiedlung des Dinndarms und Malabsorption bei
Kurzdarmsyndrom: 10 min nach Gabe von 1 g Glukose/kg KG erster
H,-Konzentrationsanstieg um 40 ppm, nach 50 min erneuter Anstieg
als Zeichen der unvollstandigen Glukoseresorption und des friihzeiti-
gen Erreichens des Kolons

gelegentlich aussagekriftiges, wenngleich wenig verwandtes
Untersuchungsverfahren zur Symptomprovokation. Auch
Elektrogastrographie (EGG) und Elektromyographie (EMG)
sind in der pédiatrischen Gastroenterologie wenig verbreitet.
Die Endoskopie mit Biopsien dient der makroskopischen und
histologischen Diagnostik.

© Keine der zur Verfiigung stehenden Untersuchungs-
techniken ist allein in der Lage, alle Qualitaten der
Motilitat zu beschreiben. Oft ist die Durchfithrung
verschiedener Untersuchungen fiir die Diagnosefin-
dung notwendig und sinnvoll.

3.2.1 pH-Metrie
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B Abb. 3.2 pH-Metrie. Pathologischer Befund mit einem Reflux-
Index von >10 %. Dargestellt ist der intrabsophageale pH-Wert tiber
der Zeit. Gestrichelte Linie Grenz-pH-Wert 4

Mehrkanal-pH-Metrien sind moglich. Die Aufzeichnung
erfolgt tiber 24 h (B Abb. 3.2). Ausgewertet wird der pH-
Verlauf und der relative (prozentuale) Anteil des pH-Wertes
unterhalb der Grenzwerte an der Gesamtmesszeit (Reflux-
Index). Weitere von der Auswertungssoftware ausgegebene
Parameter wie die ,,Anzahl der als Reflux erkannten Episo-
den’, die ,,Anzahl der GOR ldnger als 5 min“ und die ,Dauer
der lingsten registrierten Episode” haben sich als wenig zu-
verldssig erwiesen und sollten zur Beurteilung nicht mehr
herangezogen werden.

Altersabhéngige Normalwerte liegen vor. Als patholo-
gisch gilt ein Reflux-Index >10% bei Kindern im ersten Le-
bensjahr und >5 % bei dlteren Kindern.

Es handelt sich um ein wenig invasives Verfahren zur
Langzeitmessung unter nahezu physiologischen Bedingun-
gen. Eine Kombination der pH-Metrie mit anderen Untersu-
chungsverfahren ist moglich. Die pH-Metrie eignet sich zur
Dosisfindung, Therapiesteuerung und zur Verlaufskontrolle
des gastroosophagealen Reflux.

Allerdings beruhen die Ergebnisse einerseits auf empiri-
schen GOR-Definitionen und hingen andererseits stark von
der verwandten Hard- und Software ab. Eine wesentliche
Einschrankung der pH-Metrie besteht im fehlenden Nach-
weis von GOR im physiologischen sophagealen pH-Bereich.
Hierdurch entziehen sich in Phasen gastrischer Hypoaciditt
eine Vielzahl von GOR der Erfassung. Inzwischen stehen mi-
niaturisierte, kabellose pH-Messsysteme zur pH-Metrie in den
oberen Atemwegen zur Verfiigung. Thre padiatrische Evalua-
tion steht allerdings noch aus.

Intraluminale elektrische
Impedanzmessung (IMP)

3.2.2

Das Prinzip der intradsophagealen pH-Messung stiitzt sich
auf die unterschiedlichen pH-Bereiche von Magen und Spei-
serohre. Eine Erniedrigung (pH <4) oder eine Erhéhung (pH
>7,5) des dsophagealen pH-Wertes werden als Auftreten von
Magen- bzw. Duodenalinhalt in der Speiseréhre, d. h. als gast-
rodsophagealer Reflux (GOR) bewertet.

Dieses Verfahren beruht auf einer Anderung der Impedanz bei
der Passage eines Bolus. Die Impedanz wird bipolar zwischen
zwei Elektroden gemessen, wobei jeweils ein Elektrodenpaar
einen IMP-Kanal darstellt, der ein Hohlorgansegment definier-
ter Lange représentiert. Die Impedanz andert sich charakteris-
tisch abhédngig von der Zusammensetzung des Bolus. Sie sinkt
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O Abb. 3.3 Kombinierte Impedanz- und
pH-Wert-Messung, nichtsaurer gastrodsopha-
gealer Reflux (GOR). Dargestellt sind die in-
traésophageale multiple Impedanzmessung

und der pH-Wert (iber der Zeit. Durchgehen- IMP 2
der Pfeil retrograde Bolusbewegung (GOR); o
gestrichelter Pfeil antegrade Bolusbewegung il !
(Schluck, GOR-Clearance); IMP 1-6 Impedanz-
kanéle 1 (proximal) bis 6 (distal) ;: .
|
a1 3
;
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wihrend der Passage eines Bolus mit hoher Leitfihigkeit (z. B.
Speichel, Nahrung, gastrointestinales Sekret) und steigt in
Phasen niedriger Leitfahigkeit (z. B. Luft, Muskelwand). Durch
Aneinanderreihung mehrerer IMP-Kanile ist es moglich, die
Richtung der Bolusbewegung zu bestimmen (8 Abb. 3.3).

Die Untersuchungsbedingungen der IMP entsprechen de-
nen der pH-Metrie, die Auswertung erfolgt softwaregestiitzt.
Das Verfahren ist zur Langzeitmessung geeignet und erfasst
Bolusbewegungen pH-unabhiéngig. Steighdhe, Geschwindig-
keit und Clearance der Refluxepisoden lassen sich bestimmen.

Allerdings handelt es sich um eine bisher nicht standar-
disierte Methode, altersabhidngige Normwerte liegen bisher
nicht vor. Die IMP bietet sich jedoch zur Kombination mit an-
deren Verfahren an, um mégliche Zusammenhénge zwischen
GOR und damit in Verbindung gebrachten Symptomen dar-
zustellen (B Abb. 3.4). Bei gastraler Sduresuppression gibt die
IMP tber den Fortbestand des Refluxgeschehens Auskuntt. Sie
ist der isolierten pH-Metrie in der diagnostischen Aussage-
kraft tiberlegen. Vor allem bei der Diagnostik laryngopharyn-
gealer Refluxe (LPR) gewinnt die multiple Impedanzmessung
in zunehmendem Mafle an Bedeutung. Zur Ermittlung aller
GOR-Qualititen sollte der IMP-Katheter zusitzlich mit einer
oder mehreren pH-sensitiven Elektroden versehen sein. Ein
Einsatz der IMP in Duodenum und Anorektum ist moglich.

3.2.3 Bilidre Refluxmessung

Der Einsatz photometrischer Messelektroden soll der Di-
agnostik galliger, duodenogastro6sophagealer Refluxe
(DGOR) dienen. Bei Verdacht auf bilidren Reflux kann diese
kathetergestiitzte Methode zur Messung von duodenalem
Reflux im Magen und in der Speiserdhre zur Anwendung
kommen. Der Einsatz in der Péadiatrie ist bisher wenig ver-
breitet, eine Kombination mit einer pH-Messung erscheint
sinnvoll.

NI AT

3.2.4 Manometrie

Sie dient der Ermittlung der kontraktilen Aktivitat. Mittels
6sophagealer Manometrie lassen sich Lage, Ausdehnung und
Starke des unteren Osophagussphinkters (UOS) ermitteln.
Infolge der Miniaturisierung ist die intraluminale Mikroma-
nometrie inzwischen auch bei Frithgeborenen mdglich. Die
Peristaltik beim Schluckakt ldsst sich anhand des Druckver-
laufes bei Mehrkanalmessung rekonstruieren.

Die Manometrie wird nicht zur GOR-Diagnostik emp-
fohlen, sie ist aber bei der Differenzialdiagnose des GOR
elementar. Thr Einsatz ist bei der Indikationsstellung fiir eine
chirurgische Therapie hilfreich und empfiehlt sich fiir die
postoperative Nachsorge.

Dartiber hinaus ist eine antroduodenale, eine anorek-
tale sowie eine Sphinktermanometrie moglich. Sie kommt
bei der Diagnostik der Achalasie, der Hiatushernie und des
M. Hirschsprung zum Einsatz. Die Barostat-Technik erlaubt
die Untersuchung der Zusammenhinge zwischen Volumen
und Druck und die Quantifizierung der sensorischen Schwelle
mittels intraluminalem Ballon. Durch Entfalten des Ballons
wird die rektale Fiillungswahrnehmung und der rektoanale
Relaxationsreflex (normales Erschlaffen des inneren Schlief3-
muskels bei Fillung des Enddarmes) gepriift. Inzwischen
stehen hochauflésende Manometrieanlagen als Prototypen
zur Verfiigung. Thre padiatrische Evaluation steht allerdings
noch aus.

3.2.5 Messung der Kolontransitzeit
(Hinton-Test)

Allen Methoden zur Messung des Kolontransits gemeinsam
ist die Verwendung von Markersubstanzen (Pellets, radioak-
tive Substanzen, Farbstoffe), die in vivo oder im Stuhl leicht
nachweisbar sind. Die Marker diirfen nicht resorbiert wer-
den, miissen gleich schnell transportiert werden wie der iib-
rige Darminhalt und diirfen die Motilitit nicht beeinflussen.
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B Abb. 3.4 Kombinierte Impedanz- und pH-Wert-Messung sowie
Polygraphie, nichtsaurer gastrodsophagealer Reflux (GOR) und
zentrale Apnoe. Dargestellt sind die Befunde der intrabsophagealen
multiplen Impedanzmessung, die pH-Werte und die Ergebnisse der
Polygraphie Uber der Zeit. Durchgehender Pfeil retrograde Bolusbewe-
gung (GOR); -6 Impedanzkanile 1 (proximal) bis 6 (distal)

Am besten geeignet sind rontgendichte Pellets in Verbindung
mit Rontgenaufnahmen des Abdomens (8 Abb. 3.5). Durch
Verwendung von mehreren Kapseln, die jeweils verschiedene
auf dem Rontgenbild sichtbare Marker enthalten und in einer
vorgegebenen Reihenfolge und Frist geschluckt werden miis-
sen, ldsst sich mittels einer Rontgenaufnahme die Tétigkeit des
Dickdarmes wihrend der einw6chigen Untersuchungsperiode
rekonstruieren.

3.2.6 Bernstein-Test
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O Abb. 3.5 Messung der Kolontransitzeit (Hinton-Test), Abdo-
menaufnahme im Stehen p.-a. Nachweis rundlicher, ringférmiger
und langlicher Marker im Bereich des Colon ascendens, des Colon
transversum und des Colon descendens sowie in Projektion auf das
kleine Becken (Rektum)

einer standardisierten Mahlzeit und anschlielend fiir zwei
Stunden postprandial. Analysiert wird softwaregestiitzt, nach
Verstirkung und Filterung, die dominante Frequenz, der An-
teil normaler langsamer Wellen und der Anteil gastrischer
Dysrhythmie.

Die EGG ist eine noninvasive Technik, allerdings ist die
Durchfithrung aufwendig und nicht standardisiert. Fiir das
Kindesalter liegen nur begrenzte Daten vor.

3.2.8 Elektromyographie (EMG)

Im Wechsel erfolgt die 6sophageale Infusion von 0,9 % NaCl
und 0,1 N HCI. Bei Provokation von Symptomen durch Séure-
infusion kann eine GOR-Symptom-Assoziation als gesichert
angesehen werden. Der Bernstein-Test ist der einzige Provo-
kationstest unter Verwendung des vermutlich symptomaus-
l6senden Agens.

3.2.7 Elektrogastrographie (EGG)

Bei der EGG wird mit Oberflichenelektroden die elektrische
Aktivitit der glatten Muskulatur des Magens gemessen.
Meist erfolgt die Aufzeichnung wéhrend einer Fastenphase,

Die EMG kann bei Verdacht auf eine Dyssynergie der Be-
ckenbodenmuskulatur hilfreich sein. Sie wird als Nadel-EMG
oder als Oberflichen-EMG durchgefiihrt. Dariiber hinaus
kann die Nervenleitgeschwindigkeit des N. Pudendus unter-
sucht werden. Der Einsatz der EMG ist in der padiatrischen
Gastroenterologie wenig verbreitet.
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3.3 Mikrobiologische Untersuchung
des Stuhls
R. Bialek

Die mikrobiologische Stuhldiagnostik wird angefordert, um die
Atiologie abdominaler Beschwerden einzugrenzen. Der Kliniker
will zudem anhand der Ergebnisse kldren, ob weitere diagnos-
tische und therapeutische Konsequenzen erforderlich sind. Eine
,blinde” Diagnostik nach dem Motto ,Einmal Stuhl auf alles” (ver-
mutlich alle pathogenen Erreger) ist ausgesprochen kostentréch-
tig und meist wenig ergiebig. Es kann nicht Gberbetont werden,
dass praanalytische Uberlegungen helfen, die Anzahl negativer
Laborergebnisse und die Kosten erheblich zu reduzieren. Der
anfordernde Arzt muss die Nachweisgrenzen der eingesetzten
Methoden zumindest orientierend kennen, um die Diagnostik
zu optimieren und ggf. zu ergénzen, aber auch um Ergebnisse
korrekt einzuordnen und weitere sinnvolle MaBhahmen wie eine
Therapie oder auch eine Umgebungsprophylaxe einzuleiten.Vom
Mikrobiologen kann bei Konsultation diesbeziiglich Hilfestellung
erwartet werden, aber gerade Stuhlproben werden typischer-
weise nur mit Patientendaten versehen und mit der Anforderung
auf Nachweis pathogener Erreger eingesandt. Im Labor wird dann
entsprechend der Qualitatsstandards in der mikrobiologisch-in-
fektiologischen Diagnostik (Kist 2000) vorgegangen. Das Resul-
tat ist meist eine ,breit angelegte” festgeschriebene Diagnostik
(@ Tab. 3.2), die jede im Labor ankommende Stuhlprobe durch-
lduft, damit,,nichts vergessen” wird.

Das Erregerspektrum bei kindlichen Durchfallerkrankun-
gen ist u. a. von der Jahreszeit, dem Alter, der Schwere der
Symptomatik sowie der Region abhingig (Essers et al. 2000;
Klein et al. 2006; Oleson et al. 2005; Vernacchio et al. 2006).
Nach derzeitiger Studienlage werden mehr als 50-80 % der
Durchfallerkrankungen durch Viren verursacht, insbesondere
durch Rota- und Noroviren, wiahrend Bakterien fir 10-20%
der Erkrankungen verantwortlich und noch seltener Parasi-
tosen ursachlich sind. Je jinger das Kind ist, desto eher sind
Viren Verursacher von Gastroenteritiden. In Studien ist die
Nachweisrate von darmpathogenen Bakterien vom Umfang
der durchgefiithrten Untersuchungen abhingig und liegt bei
7-20%. Jedoch konnten in einer Studie auch bei gesunden,
asymptomatischen Kindern im Alter von 6 Monaten bis 3 Jah-
ren bei bis zu 15 % fakultativ pathogene Bakterien im Stuhl
gefunden werden. In dieser prospektiven Studie blieb die Atio-
logie von 80 % der berichteten Durchfallepisoden ungeklart
(Vernacchio et al. 2006).

Nach dem Infektionsschutzgesetz besteht fiir den Nach-
weis diverser darmpathogener Erreger eine Meldepflicht,
der die meisten Laboratorien in Deutschland auch nach-
kommen. Gemeldet werden pro Jahr die Erregernachweise
von 90.000 Campylobacterinfektionen und Salmonellosen
sowie von weiteren etwa 11.000 Yersiniosen, Escherichia-
coli-Enteritiden, Infektionen mit EHEC, Shigellosen und
Typhuserkrankungen, auflerdem knapp 200.000 Noro- und
Rotavirusinfektionen sowie etwa 5.000 Lamblieninfektionen
und Kryptosporidiosen (Robert Koch Institut 2011a). Nach

Lankisch et al. (2006) leiden pro Jahr 30 % der Bevolkerung
(82 Mio. Menschen in Deutschland) an einer Durchfaller-
krankung, und pro Patient werden 1,7 Episoden beobach-
tet, was 42 Mio. Episoden entspricht. Im Verhaltnis wiirden
die etwa 310.000 nachgewiesenen Erreger gerade 7% der
Ursachen klaren. Dabei bleibt unberiicksichtigt, dass nicht
jeder Arztbesucher mit Durchfall einer weiteren Diagnostik
zugefiihrt wird und dass einige Atiologien, wie Clostridium-
difficile-assoziierte Diarrhéen, nicht in der Statistik erfasst
werden.

Die Kosten fiir den Nachweis eines fakultativ pathogenen
Bakteriums werden mit 952-1.200 US $ beziffert, bei einer
Nachweisrate (positive Kultur) von 1,5% bis max. 5,6 % aller
untersuchten Proben (Thielman u. Guerrant 2004). Insbeson-
dere im Kindesalter hat jedoch nicht jeder Nachweis auch the-
rapeutische Konsequenzen. Es ist daher verstidndlich, wenn in
Leitlinien zur Diarrh6 angemerkt wird, dass ein Erregernach-
weis nicht in jedem Fall anzustreben ist — leider bleibt aber
offen, wann welche Diagnostik sinnvoll ist oder sein kann.

Dieses Kapitel soll den gastroenterologisch titigen Pad-
iater ermuntern, durch Einblicke in die Moglichkeiten und
Grenzen der Methoden prianalytische Uberlegungen zu in-
tensivieren und diese ggf. mit dem Mikrobiologen zu teilen,
um die mikrobiologische Stuhldiagnostik zu optimieren.

3.3.1 Praktisches Vorgehen

Es klingt zwar redundant, aber die Anamnese ist fiir eine op-

timale Diagnostik essenziell. Wesentliche Aspekte dabei sind:
Patientenalter: Im Sauglingsalter stehen virale In-
fektionen, insbesondere durch Rota- und Noroviren,
atiologisch im Vordergrund, seltener bakterielle Ente-
ritiden, wiahrend bei Schulkindern eher Noroviren und
Bakterien wie Salmonellen- und Campylobacterarten
bedeutsam sind.
Grunderkrankungen: Bei Immunsuppression ist die
Anzahl der in Betracht kommenden Atiologien deutlich
hoher als bei Immungesunden, bei denen anhaltende
Darminfektionen mit Mykobakterien, Mikrosporidien,
Histoplasma capsulatum oder dem Zytomegalievirus
quasi nicht vorkommen.
Symptombeginn, Erbrechen, Nahrungsmittel: Typisch
fiir virale Darminfektionen, die immer als Gastroen-
teritis ablaufen, ist das initiale Erbrechen, gefolgt von
Diarrhoen. Auch durch Bakterientoxine verursachte
Gastroenteritiden beginnen hiufig mit Erbrechen, was
fiir bakterielle und parasitare Enteritiden wesentlich
seltener ist. Wahrend die genannten Darmerkrankun-
gen hiufig abrupt beginnen und auch rasch sistieren,
beginnt eine Amobenkolitis schleichend, typischerweise
mit langsam zunehmenden, dann blutigen Durchfillen.
Erbrechen und Durchfille, die mit einer neurologischen
Symptomatik wie Kribbelparisthesien oder Umkehr des
Kalt-warm-Empfindens einhergehen, deuten auf eine
Vergiftung hin, wie sie bei Genuss von Muscheln oder
Raubfischfleisch (,,Ciguatera®) beobachtet wird.
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B Tab. 3.2 Erregerspektrum und Untersuchungsgédnge bei Verdacht auf eine Darminfektion entsprechend den Qualitatsstandards in der
mikrobiologisch-infektiologischen Diagnostik. (Nach Kist 2000)

Klinische Situation Infrage kommende Erreger und Untersuchung
Ambulante Patienten

Unauffalliger Stuhl Salmonellen, Shigellen, Yersinien

Wassrige Diarrho Salmonellen, Shigellen, Yersinien, Campylobacter

Zusatzliche Erreger:

- Kinder unter 6 Jahren: EPEC, EHEC

- Vorangegangener Auslandsaufenthalt: Aeromonas spp., Vibrio spp., Protozoen

- Nach Operationen oder Antibiotikatherapie: Clostridium difficile, Pilze (quantitativ)

Blutige Diarrho Salmonellen, Shigellen, Yersinien, Campylobacter spp., Clostridium difficile, EHEC, Aeromonas spp.,
Vibrio spp., Rota- und Adenoviren

Zusatzliche Erreger:

- Kinder unter 3 Jahren: EPEC, Kryptosporidien

- Vorangegangener Auslandsaufenthalt: Protozoen

- Bei Immunsuppression: EPEC, Mykobakterien, fakultativ darmpathogene Bakterien?, Pilze (quanti-
tativ), Protozoen, Mikrosporidien; Antibiogramme fiir nachgewiesene Bakterien

Stationdire Patienten (ab 4. Tag)

Diarrho Clostridium difficile (Toxinnachweis und/oder Kultur)

Kinder unter 3 Jahren Clostridium difficile, EHEC, EPEC, Rota- und Adenoviren

Nosokomialer Enteritisaus- Clostridium difficile, Salmonellen, Shigellen, Yersinien, EHEC, Rota- und Adenoviren

bruch

Immunsuppression Clostridium difficile, Salmonellen, Shigellen, Yersinien, Campylobacter spp., EPEC, Aeromonas spp.,

Mykobakterien, fakultativ darmpathogene Bakterien?, Pilze (quantitativ), Protozoen, Mikrospori-
dien; Antibiogramme fiir nachgewiesene Bakterien

Sonderfdlle

Nierenversagen, HUS, TTP EHEC, Salmonellen, Shigellen, Campylobacter spp., Yersinien

und anamnestisch bekannte

Diarrho

Appendizitis, Arthritis, Ery- Salmonellen, Shigellen, Campylobacter spp., Yersinien, Yersinienanreicherung

thema nodosum

Persistierende oder rezidivie- Salmonellen, Shigellen, Campylobacter spp., Yersinien, Yersinienanreicherung, Clostridium difficile,
rende Diarrho fur mehr als EPEC, EHEC, Protozoen, enteroaggregative Escherichia coli

3 Wochen

Kinder bis 6 Jahre bei sta- Salmonellen, Shigellen, Campylobacter spp., Adeno- und Rotaviren, EHEC, EPEC

tiondrer Aufnahme wegen

Diarrho

EHEC enterohd@morrhagische Escherichia coli; EPEC enteropathogene Escherichia coli; HUS hdamolytisch-urdmisches Syndrom; TTP
thrombotisch-thrombozytopenische Purpura.

2 u. a. Pseudomonas spp., Xanthomonas spp., Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Edwarsiella tarda, Hafnia alvei, Clostridium spp.
Anmerkung: Da bei Erarbeitung der Empfehlungen weder Bedeutung noch Diagnostik der Noroviren ausreichend bekannt und verbrei-
tet waren, fehlen die Indikationen daftir. Bei wassrigen Diarrhen ambulanter Patienten wie auch bei stationar behandelten Patienten
mit Immunsuppression sollte danach gesucht werden.

Dauer der Symptome: Bakterientoxine und Virusin- anhaltende abdominale Beschwerden verursachen. In-
fektionen fithren binnen Stunden bis Tagen zu einer fektionen mit Parasiten bedingen hingegen anhaltende,
Symptomatik, die schnell, also nach wenigen Stunden also chronische, meist intermittierende Diarrhoen.

bis wenigen Tagen, wieder sistiert, wahrend bakteri- Darmentleerungen: Es besteht eine erhebliche Varia-
elle Darminfektionen mehrere Tage bis zur spontanen bilitdt dahingehend, was als Durchfall angesehen wird,

Ausheilung benétigen und nur in ganz seltenen Féllen so dass Konsistenz und Anzahl der Darmentleerungen
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besser erfragt und begutachtet werden sollten. Bei einer
Kolitis werden typischerweise viele, kleinvolumige
Stithle abgesetzt, wihrend eine Enteritis durch eher
grofivolumige Stithle mit geringerer Frequenz gekenn-
zeichnet ist. Reiswasserartige Stithle sind charakteris-
tisch fiir die Wirkung von Toxinen, wahrend Blutbei-
mengungen auf eine invasive bakterielle oder parasitire
Infektion hinweisen. Das Erfragen der Stuhlfarbe ist
mafig ergiebig; sie ist griinlich bei Salmonellosen oder
Shigellosen, aber auch bei Rotavirusinfektionen und bei
Clostridium-difficile-assoziierter Diarrho. Stinkende
Stithle und Bldhungen sind typisch fiir Lamblieninfek-
tionen, kommen aber zudem sowohl bei Virus- als auch
bei Bakterieninfektionen des Darmes vor.

Fieber, andere Begleitsymptome: Fieber tritt vor allem
bei bakteriellen Darminfektionen, also Salmonellosen,
Shigellenruhr und Infektionen mit Campylobacter spp.,
aber auch bei der Amébenkolitis und der Clostridium-
difficile-assoziierten Diarrh¢ auf, wahrend es bei
Virusinfektionen eher geringer ausgeprégt ist. Wihrend
Allgemeinsymptome wie Unwohlsein, Kopfschmerzen,
Schwindelgefiihl und Abgeschlagenheit bei Virusinfekti-
onen rasch riicklaufig sind, persistieren sie bei bakteriel-
len Infektionen oder nehmen sogar zu.
Gruppenerkrankung: Bei toxininduzierten Diarrhéen
kommt es meist gleichzeitig zu einer Symptomatik bei
vielen Personen, die Kontakt zu einer gemeinsamen
Infektionsquelle hatten, was auch bei Salmonellosen
oder Cyclospora-Infektionen der Fall sein kann, wenn
Nahrungsmittel die Infektionsquelle sind. Bei Virus-
infektionen kommt es aufgrund der Infektiositit zu
zeitlich nachfolgenden Symptomen bei Kontaktperso-
nen, die noch nicht immun sind. Rotavirusinfektionen
betreffen meist Kleinkinder und damit auch Stationen
in Kinderkrankenhéusern (je jiinger die Kinder, desto
ausgeprégter die Symptome), wiahrend Norovirusinfekti-
onen sowohl Kinder als auch Erwachsene betreffen.
Auslandsaufenthalte: Parasitosen werden iiberwiegend
oder ausschliefllich in Endemiegebieten im Ausland
erworben, d. h. nur bei entsprechender Anamnese sind
diesbeziigliche Untersuchungen tiberhaupt indiziert.

Hilfreich wire ein einziges Testverfahren, dessen Ergebnis
eine Zuordnung zur Therapie mit ausschliefllicher Rehydrie-
rung oder zusitzlichen Antiinfektiva erméglichen wiirde. In
Studien untersucht wurden der Blutnachweis im Stuhl, die
Beurteilung von Leukozyten im Stuhl und die Quantifizie-
rung des Laktoferrins im Stuhl. Sensitivitat und Spezifitit
dieser Verfahren liegen auch bei Kindern bei <80 %, so dass
es den einen Test zur therapierelevanten Indikationsstellung
bisher nicht gibt (Chen et al. 2011; Gill et al. 2003; Mercado
etal. 2011).

© Aufgrund der hohen Kosten und der geringen the-
rapeutischen Konsequenz wird eine Stuhldiagnostik
nicht empfohlen, wenn die Dauer der Durchfallsym-
ptomatik weniger als 24 h betragt. Ausnahmen sind

O Tab. 3.3 Erreger entziindlicher Durchfélle mit Leukozyten-
nachweis oder sogar makroskopisch sichtbarem Blut

Klinische Situ- Mogliche Erreger
ation
Fieber und - Shigella spp.
Tenesmen - Campylobacter spp.
(Dysenterie) - Salmonella spp.
- Enteroinvasive Escherichia coli
- Vibrio parahaemolyticus
- Entamoeba histolytica
Meist kein Fieber - Enterohamorrhagische Escherichia coli
- Yersinia enterocolitica
- Balantidium coli
- Clostridium difficile und dessen Toxine
Anhaltende - Protozoen wie Kryptosporidien,
Diarrhden Lamblien, Cyclospora cayetanensis,
(>14 Tage) Cystoisospora (ehemals: Isospora)

belli und Entamoeba histolytica
- Enteropathogene Escherichia coli

Durchfélle bei Sduglingen, blutige Diarrhden, Durch-
falle mit Fieber, ausgepragte Dehydration, neurolo-
gische Symptomatik und ausgepragte abdominale
Schmerzen.

Bei Durchfallepisoden einzelner Patienten, die erst 3 Tage
nach Beginn eines Krankenhausaufenthaltes auftreten, han-
delt es sich bei Sauglingen und Kleinkindern meist um Hos-
pitalinfektionen mit vor allem Rota- oder auch Noroviren
sowie bei Antibiotikatherapie auch um Clostridium-difficile-
assoziierte Diarrhden. Querschnittstudien zeigen jedoch, dass
Clostridium difficile und/ oder dessen Toxine auch bei asym-
ptomatischen Kindern haufig nachweisbar sind, so dass die
Pathogenitit des Nachweises bei fehlender Enterokolitis nicht
eindeutig ist (Wilson 2006). Dennoch wird die entsprechende
Diagnostik zwecks Hygienemafinahmen und/oder Therapie
angeraten. Andere Atiologien sind bei Einzelerkrankungen
eher unwahrscheinlich, so dass erst bei negativen Befunden
der genannten Diagnostik weitere mikrobiologische Unter-
suchungen durchgefiihrt werden sollten.

Fiir die Praanalytik dienen nachstehende Angaben als
Orientierungshilfe:

Gastroenteritis — primér Erbrechen, Durchfall méglich:

am ehesten verursacht durch Noroviren, Rotaviren oder

Bakterientoxine, seltener durch Bakterien.

Bakterien als Verursacher von Enteritiden wahrscheinli-

cher im Sommer, nach Auslandsaufenthalten, bei mehr

als 10 Darmentleerungen/24 h und bei Kindern, die

alter sind als 3 Jahre; bei Kindern unter 4 Jahren mit

plotzlichem Beginn ohne Erbrechen, aber mit mehr als

4 Darmentleerungen pro Tag.

Wassrige, unblutige (kein Leukozytennachweis im

Stuhl) Diarrhéen, meist ohne Fieber oder abdominale

Beschwerden: konnen durch alle Enteropathogene

verursacht werden, jedoch vor allem durch enteropatho-
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gene Viren, Campylobacter spp., Clostridium-perfrin-
gens-Toxin, Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanensis, enterotoxische Escherichia coli
und Vibrio cholerae (Reiseanamnese)

Ursdchliche Erreger entziindlicher Durchfille sind in
0 Tab. 3.3 aufgefiihrt.

Diarrhéen im Zusammenhang
mit Auslandsaufenthalten

Wiahrend Viren fiir 50-70 % der hiesigen Diarrhéen ursach-
lich sind, werden 50-80 % der Reisediarrhoen durch Bakte-
rien verursacht. Die hiufigste Ursache sind enterotoxische
Escherichia coli, die 20-50 % der bakteriellen Reisediarrhden
verantworten, in der Héufigkeit gefolgt von anderen patho-
genen Escherichia coli sowie Campylobacter-, Salmonellen-
und Shigellenarten, die jeweils einen Anteil von 5-15% aus-
machen. Seltener sind Non-Cholera-Vibrionen, Aeromonas
spp. und Plesiomonas spp. fiir Reisedurchfille verantwortlich.
Wie zu erwarten, bestehen erhebliche saisonale und regionale
Unterschiede. Aus den Tropen werden weder Yersinien noch
enterohamorrhagische Escherichia coli importiert. Protozoen
sind fiir weniger als 10 % der Reisedurchfille urséchlich, miis-
sen aber insbesondere bei chronischen, langer als 4 Wochen
anhaltenden Durchfillen ausgeschlossen werden.

3.3.2 Diagnostische Methoden

Viren

Generell konnen Viren durch Elektronenmikroskopie, Zellkul-
tur oder den Nachweis spezifischer Antigene, z. B. mittels En-
zymimmunassay oder Erkennung spezifischer RNA-/DNA-
Sequenzen auf der Basis der Polymerasekettenreaktion (PCR),
im Stuhl diagnostiziert werden. Der erstmalige Nachweis von
Viren als Verursacher einer Gastroenteritisepidemie im Jahre
1969 gelang 3 Jahre spiter mittels Elektronenmikroskopie.
Diese wird zum Virusnachweis vornehmlich in der Forschung
verwendet, da nicht alle Viren in der Zellkultur wachsen; sie
hat jedoch in der Routinediagnostik keine Bedeutung, u. a.
weil ihre Sensitivitdt geringer ist als die anderer Verfahren.
Die Zellkultur ist aufwendig, und bei unbekanntem Erreger
sind verschiedene Kulturen erforderlich, um méglichst alle
Viren zu erfassen. Die Identifizierung beginnt indirekt tiber
die mikroskopischen Veridnderungen der Zellen, um dann
durch Elektronenmikroskopie, Bindung markierter spezifi-
scher Antikorper oder Nachweis von spezifischen Antigenen
oder Gensequenzen im Uberstand komplettiert zu werden.
Auch dieses Verfahren ist allerdings fiir die Routinediagnostik
zu teuer und zu aufwendig. Der Nachweis virusspezifischer
Antigene im Stuhl mittels Enzymimmunassay oder mittels
immunchromatographischer Schnelltests ist einfach und
schnell durchfithrbar, das Ergebnis liegt je nach Testverfah-
ren innerhalb von Minuten bis 2 h vor. Diese Verfahren stel-
len daher die Methode der Wahl dar, deren Nachweisgrenze
bei >10° Viren/ml Stuhl liegt. Sensitiver, spezifischer und bei
zunehmender Verbreitung auch immer kostengiinstiger sind
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PCR-Verfahren zum Nachweis von Teilen des Virusgenoms
(Nachweisgrenze: etwa 10? Viren/ml Stuhl).

Ublicherweise werden Antigennachweise mittels ELISA
(»enzyme-linked immunosorbent assay“) eingesetzt. Dabei
sind folgende Aspekte zu beriicksichtigen:

Bei Adenoviren ist das Zielantigen ein fiir alle Adenovi-

ren spezifisches Kapselprotein (Hexon), so dass nicht nur

die enteritisverursachenden Adenovirustypen 40 und 41

erkannt werden. Entsprechend ist die zuféllige Anwe-

senheit des Antigens bei Kolonisation der Atemwege mit
anderen Adenovirustypen nicht zu differenzieren.

Ein ELISA zum Nachweis von Astrovirusantigen erfasst

alle humanpathogenen Serotypen.

Als Caliciviren werden in der Literatur alle ,,small

rounded structured particles“ bezeichnet, von denen

die humanpathogenen den 2 Gattungen Noro- und

Sapovirus zugeordnet werden. Caliciviren weisen wie

Influenzaviren einen Antigen-Shift und einen Antigen-

Drift auf. Entsprechend variiert der vorherrschende

Antigentyp, so dass die Sensitivitdt von Antigennach-

weisverfahren erheblich schwanken kann. Noroviren

(frither ,,Norwalk-like virus“) kénnen bisher nicht

kultiviert werden. Die nachgewiesenen Gensequenzen

werden daher in ein Expressionssystem kloniert, das die

Antigene exprimiert. Diese sind dann Grundlage der

Antigennachweisverfahren. Die derzeitig auf dem Markt

befindlichen Antigen-ELISA-Methoden der 3. Genera-

tion sollen eine Sensitivitit und Spezifitat von >95 % im

Vergleich zur PCR aufweisen. Wihrend sie fiir epide-

miologische Studien gut geeignet sind, wird fiir eine

individuelle Diagnosestellung ein positives Ergebnis von
mindestens 2 der 3 verfiigbaren Verfahren - Antigentest,

PCR und Elektronenmikroskopie - gefordert.

Die Zielstruktur des Rotavirus-ELISA ist das Kapsel-

protein VP6, das Grundlage zur Differenzierung der

7 bekannten Serogruppen ist. Somit erfassen die Anti-

gennachweisverfahren alle Rotaviren der Serogruppe A,

die fiir die meisten Rotavirusinfektionen in Europa

verantwortlich ist (Desselberger et al. 2006).

Bakterien

Die fiir die sog. Lebensmittelvergiftungen verantwortlichen
Bakterientoxine von Bacillus cereus der Bacillus-subtilis-
Gruppe sowie von Staphylococcus aureus (Enterotoxine)
sind in Speisen praformierte Toxine, die mittels Antigen-
nachweisverfahren in Nahrungsmitteln sowie ggf. in Erbro-
chenem detektiert werden. Unter Umstinden, z. B. bei Anti-
biotikatherapie, kann das Uberwuchern durch toxinbildende
Bakterien wie Clostridium perfringens oder Staphylococcus
aureus eine der Clostridium-difficile-assoziierten Diarrh6
ahnliche Symptomatik bedingen. Wahrend die Clostridien-
toxine mittels ELISA auch in Stuhlproben nachweisbar sind,
miissen die Staphylokokken erst kultiviert und dann mittels
Agglutinationstests oder PCR hinsichtlich Toxinbildung un-
tersucht werden.

Bakterielle Enteritiserreger werden tiblicherweise iiber
die kulturelle Anzucht mit nachfolgender biochemischer,



18 Kapitel 3 « Funktions- und Laboruntersuchungen

immunologischer und/oder molekularbiologischer sowie
zunehmend auch lasergestiitzter (Maldi-tof) Identifizierung
nachgewiesen. Da die verschiedenen pathogenen Bakterien
unterschiedliche Nahrstoffanspriiche und Temperaturoptima
haben, reicht ein Nahrmedium oder eine gewahlte Inkubati-
onstemperatur keinesfalls aus, um alle potenziell pathogenen
Bakterien zu erfassen! Die Nachweisrate von Salmonellen
kann durch einen Uber-Nacht-Anreicherung der Stuhlprobe
in Selenitbouillon erh6ht werden, und angeblich verbessert
eine nur kurzzeitige Anreicherung tiber 4-8 h den Nachweis
von Shigellen. Obwohl bei Shigellen zur Auslosung einer En-
teritis nur eine geringe Infektionsdosis erforderlich ist, sind
sie ausgesprochen pH-empfindlich, d. h. wenn die Stuhlprobe
nicht unmittelbar nach Entnahme kultiviert oder gepuffert
wird, bleiben weniger als 50 % der Shigellosen kulturell be-
weisbar. Die Ausbeute an Yersinien kann durch eine bis zu
21 Tage andauernde Kailteanreicherung gesteigert werden;
zudem werden die Spezialndhrboden bei 30 °C bebriitet und
nicht wie diejenigen zum Nachweis anderer Erreger bei 36 °C.
Zum Nachweis von Campylobacter spp. benétigt man Spezial-
nihrbdden, die im Gegensatz zu anderen nicht bei Raumluft,
sondern unter mikroaerophilen Bedingungen fiir mindestens
48 h bebriitet werden miissen.

Die verschiedenen durchfallverursachenden Escherichia
(E.) coli wachsen auf herkémmlichen Nahrmedien bei 36 °C
- jedoch lassen sich ihre Kolonien von denen apathogener
Verwandter morphologisch nicht differenzieren. Der au-
Bergewohnliche Kenntnisgewinn zur Pathogenitat diverser
E.-coli-Stdamme in den vergangenen Jahren konnte die Dia-
gnostik leider nicht vereinfachen (Clarke et al. 2003; Servin
2005). Im Gegenteil, bisher wurden bei der Suche nach en-
terohdmorrhagischen E. coli (EHEC) sorbitolhaltige Néhr-
medien verwendet, da sich die pathogenen Stimme durch
eine Sorbitolfermentation von den iibrigen Artgenossen
unterschieden. Allerdings zeigen nun neuere Daten, dass es
auch nichtsorbitolfermentierende EHEC-Isolate gibt (Fried-
rich et al. 2007). Wie beim Versuch, Isolate enteropathogener
E. coli (EPEC) nachzuweisen, ist man daher in der Routine
weiterhin auf den Nachweis spezifischer Oberflichenantigene
durch Agglutination einzelner Kolonien angewiesen. Aller-
dings gehoren EHEC nicht nur der O-Serogruppe 157 an,
sondern konnen auch eines der diversen anderen Oberfla-
chenantigene aufweisen. Der Nachweis einer fiir EHEC oder
EPEC typischen O-Antigengruppe stellt jedoch noch keinen
Beweis fiir die Anwesenheit pathogener Isolate dar, weil es
auch apathogene Vertreter dieser Serogruppe gibt. Es muss
eine Subkultur angelegt werden, mit nachfolgendem mole-
kularbiologischem Nachweis von Pathogenitatsfaktoren wie
dem eae-Gen, das fiir die Bildung von Intimin kodiert. Die
alleinige PCR-Diagnostik aus einer Stuhlprobe zum Nach-
weis von Pathogenititsfaktoren wie dem eae-Gen ist aller-
dings nicht sensitiv genug - zudem gibt es apathogene Iso-
late, welche dieses Gen tragen kénnen. Andererseits hat der
EHEC-Ausbruch im Mai/Juni 2011 in Norddeutschland in
eigenen vergleichenden Studien gezeigt, dass die Amplifika-
tion von Zielsequenzen der Shiga-Toxin kodierenden Gene
mittels PCR direkt im Stuhl das mit Abstand sensitivste und

schnellste Verfahren zum frithen Nachweis oder Ausschluss
einer EHEC-Infektion ist (Bialek et al., unveroffentlichtes Ma-
nuskript; Robert Koch Institut 2011b).

Der Nachweis der anderen fakultativ pathogenen E. coli
- enteroinvasive (EIEC), enterotoxische (ETEC), entero-
aggregative (EAEC oder EaggEC) und diffus adhérierende
(DAEC) E. coli - ist alles andere als banal und daher sehr
kostenintensiv. Bei limitierter therapeutischer Konsequenz
muss daher der von der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene
und Mikrobiologie (DGHM) vorgeschlagenen Routinediag-
nostik (B Tab. 3.2) beziiglich EHEC- und EPEC-Nachweis bei
Kleinkindern mit Diarrh6 widersprochen werden, um keine
unnoétigen Kosten zu verursachen. Die Suche nach EHEC
sollte sich auf Kinder mit blutigen Durchfillen beschrinken
- Ausnahmen sind Ausbruchssituationen mit Empfehlung zur
Durchfithrung von Suchtests bei jeglicher Art von Diarrho.
Die Suche nach EPEC im Stuhl von Kindern mit chronischen
Diarrhoen sollten spezialisierte Laboratorien durchfiihren.
Nach allen anderen pathogenen Varianten von E. coli sollte
nur im Rahmen von Studien gesucht werden. Damit wird auch
verhindert, dass bei der Routinediagnostik Bakterienisolate
von Serogruppen mit moglicher Pathogenitit nachgewiesen
werden, was zur Meldung und zu Kontrolluntersuchungen
trotz Beschwerdefreiheit fiihrt.

© Nur die Kombination aus Anzucht eines E. coli mit
O-Antigenen einer Serogruppe mit bekannter Patho-
genitat und molekularem Nachweis bekannter Pa-
thogenitatsfaktoren bei entsprechendem klinischen
Bild erlaubt die Diagnose einer Durchfallerkrankung
durch eine der genannten pathogenen Varianten von
E. coli.

Wihrend bei Nachweis eines EHEC die Gabe von Antibiotika
kontraindiziert ist, konnen bei anderen Varianten Antibiotika
nach Antibiogramm eingesetzt werden, sofern eine zu erwar-
tende Spontanheilung ausbleibt.

Einige Laboratorien fithren routineméflig einen ELISA
zum Nachweis von Verotoxin durch, womit die in Deutsch-
land seltenen Shigella dysenteriae (<5% der hier nachge-
wiesenen Shigellen) und EHEC erfasst werden. Der Toxin-
nachweis ist jedoch kein Beweis fiir eine Infektion mit einem
E. coli 0157, da auch andere Serotypen dieses Toxin produ-
zieren und Durchfall verursachen konnen. Die verschiedenen
Oberflichenantigene werden immunologisch mittels Agglu-
tinationsversuch der kultivierten Kolonien identifiziert. Auch
dieses aufwendige, kostentrachtige Verfahren ist daher nur bei
gezielter Fragestellung bei blutiger Diarrho sinnvoll.

Andere pathogene Bakterien, die nicht zu den Enterobac-
teriaceae gehoren, sondern zu den Vibrionaceae oder dhnli-
chen Arten (Vibrio cholerae, Aeromonas und Plesiomonas
spp.) miissen iiber spezielle Ndhrmedien bzw. Identifizie-
rungssysteme nachgewiesen werden. Ublicherweise wird nur
bei gezielter Fragestellung danach gesucht.

© Die bakteriologische Untersuchung mehrerer Stuhl-
proben kann die Nachweisrate pathogener Bakterien
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B Tab. 3.4 Intestinale Parasiten

Pathogenitat Parasiten
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Humanpathogen - Giardia intestinalis (Synonym: G. lamblia, G. duodenalis)

- Entamoeba histolytica
- Balantidium coli

- Dientamoeba fragilis

Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum und weitere Krypto-

sporidienarten
Cystoisospora belli
Cyclospora cayetanensis

- Kokzidien:
Fakultativ pathogen - Blastocystis hominis
Apathogen - Jodamoeba biitschlii

- Endolimax nana
- Entamoeba dispar

- Andere

erhéhen, da z. B. Shigellen sehr vulnerabel sind

- aber liblicherweise werden 85 % der viralen und
bakteriellen Verursacher einer Diarrh6 mit der ersten
Stuhlprobe identifiziert.

Pilze

Der Nachweis von Hefe- und Schimmelpilzen im Stuhl ist
nahrungsabhingig und hiangt zudem von den Lagerungsbe-
dingungen des Stuhls bis zur Diagnostik ab. Es fehlt bisher
der Beweis, dass Pilze beim Immungesunden eine gastroin-
testinale Erkrankung verursachen, so dass weder qualitative
noch quantitative Stuhlkulturen auf Pilze sinnvoll erschei-
nen. Bei Immunsupprimierten kann der Pilznachweis im
Stuhl Hinweise auf die Gefahrdung fiir bzw. auf die bereits
stattgefundene Ausbildung von invasiven Mykosen geben.
Erreger endemischer Systemmykosen wie Histoplasma cap-
sulatum konnen gastrointestinale Erkrankungen verursa-
chen, insbesondere bei Immunsupprimierten, werden aber
typischerweise in Biopsien mittels Histologie, PCR und/ oder
Kultur entdeckt. Die ebenfalls zu den Pilzen zdhlenden Mik-
rosporidien, insbesondere Encephalitozoon intestinalis und
Enterocytozoon bieneusi, konnen bei Immunsupprimierten
schwere Diarrhéen hervorrufen. IThr Nachweis gelingt mittels
Fluoreszenzmikroskopie von Stuhlproben oder Biopsien nach
Farbung mit Stilbenfarbstoffen oder mittels Elektronenmikro-
skopie in Darmbiopsien sowie mittels PCR aus Darmbiopsien
oder Stuhlproben. Eine gezielte Anforderung ist erforderlich.

Parasiten

Intestinale Parasiten sind in @ Tab. 3.4 aufgelistet.

Die vom Menschen ausgeschiedenen Protozoenstadien
dienen der Ubertragung, so dass sie iiblicherweise umweltresis-
tent und tiberwiegend als Zystenformen im Stuhl nachweisbar
sind. Nur bei der Am&benruhr, verursacht durch Entamoeba
histolytica, finden sich temperatursensible Trophozoiten im

blutig-schleimigen Stuhl, die nur bei noch ,warmer® Stuhl-
probe mikroskopisch nachweisbar und identifizierbar sind, so
dass eine Probe entweder direkt im Labor entnommen werden
sollte oder diese warm zu transportieren ist.

In allen anderen Fillen reicht der Transport bei Raum-
temperatur aus, um ausgeschiedene Parasitenstadien mikro-
skopisch nachweisen zu kénnen. Der Transport sollte umge-
hend erfolgen, aber selbst in mehrere Tage alten Proben lassen
sich die sog. Dauerformen (Zysten) der Protozoen wie auch
Wurmeier noch nachweisen - vorausgesetzt, die Stuhlprobe
trocknet nicht aus. Bevorzugt wird die direkte Fixation einer
entnommenen Stuhlprobe in gepuffertem Formalin, dies ist
aber nicht unbedingt erforderlich. Ublicherweise werden bei
Routineanforderungen Anreicherungen wie Sedimentations-
oder Flotationsverfahren durchgefiihrt, die nach Firbung,
z. B. mit Jod, den simultanen mikroskopischen Nachweis von
Protozoen wie auch von Eiern der meisten humanpathogenen
Helminthen ermdglichen. Mit dieser Methode nicht nach-
weisbar sind Dientamoeba fragilis, Kryptosporidien, Cyclos-
pora spp. sowie Larvenstadien des Zwergfadenwurms Stron-
gyloides spp. In der angloamerikanischen Literatur wird eine
Trichromfarbung der nativen wie auch der angereicherten
Stuhlprobe empfohlen, die den Nachweis aller humanpatho-
genen Protozoenarten ermdglicht; lediglich die Nachweisrate
der fakultativ pathogenen Blastocystis hominis ist mit dieser
Methode signifikant geringer.

Zum Nachweis von Kryptosporidien werden direkte Fluo-
reszenzverfahren eingesetzt sowie Antigennachweisverfahren
mittels ELISA, wie sie auch fiir Amében und Lamblien An-
wendung finden. Die Antigennachweisverfahren sind hinrei-
chend sensitiv und spezifisch — jedoch lassen sich weitgehend
asymptomatische Ausscheider von Zysten von Entamoeba
histolytica und Lamblien, die als Infektionsquelle anzusehen
sind, nicht sicher erfassen, da iiblicherweise Trophozoitenan-
tigene mit dem ELISA nachgewiesen werden.
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Eine Differenzierung zwischen Entamoeba histolytica und
der immer apathogenen Entamoeba dispar ist allein aufgrund
der mikroskopischen Morphologie unméglich, so dass bei
entsprechender Fragestellung eine PCR empfohlen wird. PCR-
Verfahren werden auch zum Nachweis der schwer diagnosti-
zierbaren Dientamoeba fragilis und von Lamblien eingesetzt.
Damit kann die Nachweisrate der gelegentlich fiir chronische
Diarrhoen und abdominalen Beschwerden urséchlichen D. fra-
gilis signifikant erh6ht werden. Vergleichende parasitologische
Untersuchungen zeigen, dass trotz Mikroskopie und Antigen-
nachweisverfahren mehrerer Stuhlproben nur etwa 60 % der
Parasiten gefunden werden, deren spezifische DNA mittels
PCR im Stuhl nachweisbar ist. Bei Zunahme der Anbieter spe-
zifischer PCR-Verfahren zum Nachweis von Parasiten-DNA
sinken auch die Kosten, so dass die PCR auch in der parasito-
logischen Stuhldiagnostik die Methode der Wahl werden wird.

Ausgeschiedene Wurmeier lassen sich mit den genannten
Anreicherungsverfahren tiblicherweise gut nachweisen. Aus-
nahmen stellen die Fadenwiirmer der Gattung Strongyloides
sowie Enterobius vermicularis dar. Bei der Zwergfadenwur-
minfektion werden Larven in nur geringer Anzahl ausge-
schieden, die sich nur unzureichend anreichern lassen. Bei
entsprechender Fragestellung, z. B. bei unklarer Eosinophilie
und/ oder perianaler Larva currens, sollten daher ergianzend
Strongyloideskulturen angelegt werden. Aus den auf einen
Nihrboden platzierten Stuhlproben wandern die Larven bei
Raumtemperatur aus. Da sie sich von Bakterien erndhren und
diese transportieren, lassen sich ihre ,Wanderwege“ anhand
der entstehenden Bakterienstraflen nachweisen, an deren
Ende sie mittels Lupenvergrofierung sichtbar werden. Alter-
nativ oder erganzend kann eine Anreicherung nach Baerman
durchgefiihrt werden, die eine Mikroskopie der Larven nach
Auswanderung aus einer Stuhlprobe vorsieht.

Weibliche Oxyuren legen ihre Eier perianal ab, so dass
diese in Stuhlproben tiblicherweise nicht nachweisbar sind.
Empfohlen werden morgendlich vor dem Waschen perianal
aufgeklebte transparente Klebestreifen, die nach Entfernen
auf einen Objekttriger aufgeklebt und mikroskopiert werden.
Da es sich um infektiose Stadien handelt, die wochenlang le-
bensfihig bleiben, kann man Bewegungen der in den Eiern
liegenden Larven auch noch nach Tagen beobachten. Die Sen-
sitivitat dieser Methode betragt etwa 50 % und sollte durch
mindestens 3-malige Durchfithrung erhoht werden.

Zum Nachweis importierter Parasitosen wie der Schisto-
somiasis, bei der die adulten Wiirmer extraintestinal liegen,
die Eier aber iiber den Darm ausgeschieden werden, setzt man
die Immundiagnostik zum Nachweis spezifischer Antikorper
im Serum als Suchtest ein.

Fiir die parasitologische Stuhldiagnostik sind folgende
Aspekte wichtig:

Parasitenstadien werden intermittierend ausgeschieden,

daher gelingt der Nachweis intestinaler Parasitosen mit

nur einer Stuhlprobe lediglich in etwa 50 % der Fille.

Werden 3 Stuhlproben von verschiedenen Tagen unter-

sucht, steigt die ,Trefferquote” auf iiber 95 %.

,Warme"“ Stuhlproben sind nur bei Verdacht auf Amo-

benruhr erforderlich.

Bei Verdacht auf Parasitosen sind die Prapatenzzeiten,
also die Zeit von der Infektion bis zur Ausscheidung von
Parasitenstadien, die bis zu 2 Monate betragen kénnen,
zu beriicksichtigen.

Bei Parasitosen, bei denen der Mensch ,,nur® Zwischen-
wirt oder Fehlwirt ist, wie z. B. bei der Echinokokkose
oder der Toxokariasis, kommt es nicht zur Bildung und
damit nicht zur Ausscheidung von Nachkommen, so
dass diese Parasitosen mittels Stuhldiagnostik weder
ausgeschlossen noch nachgewiesen werden kénnen.

3.4 Stuhlanalysen

H. Witt

Direkte und indirekte Testverfahren zur exokrinen Pankreasfunk-
tion werden in » Abschn. 3.9 (Pankreasfunktionsdiagnostik) dar-
gestellt. Die Ursachenkldarung einer akuten und insbesondere
einer chronischen Diarrho stellt eine Herausforderung dar. Ana-
mnese und korperlicher Befund in Verbindung mit einer, Stuhlvi-
site” sind der Grundstein fiir den gezielten Einsatz weiterer diag-
nostischer MaBnahmen. Zur Differenzierung organischer versus
funktioneller Darmerkrankungen wie auch zur Unterscheidung
zwischen osmotischer und sekretorischer Diarrh6 kdnnen Stuhl-
analysen einen hilfreichen Beitrag leisten. Die Fettausscheidung
im Stuhl ist in » Abschn. 3.9, die Keimzahlbestimmung im Duo-
denalsaft in » Abschn. 10.8 dargestellt.

3.4.1 Stuhlgewicht

In industrialisierten Lindern betragt das tdgliche mitt-
lere Stuhlgewicht bei Erwachsenen 100-150g (Bereich:
60-195 g/ Tag); bei Sauglingen und Kleinkindern bis zu
10 g/ kg Korpergewicht. Bei einem Stuhlgewicht von mehr als
200 g am Tag und mehr als dreimaligen tiglichen Stuhlent-
leerungen spricht man von einer Diarrhd. Die Konsistenz ist
dabei verringert oder fliissig und der Wassergehalt des Stuhls
liegt tiber 80 %. Stuhlgewicht, -frequenz und -konsistenz sind
abhéngig von der Erndhrung, von psychischen und von exoge-
nen Faktoren wie Stress und Medikamenten. Bei ballaststoft-
reicher und insbesondere bei vegetarischer Erndhrung kann
das Stuhlgewicht bis zu 350 g tiglich betragen.

Die Bestimmung des Stuhlgewichtes ist dann indiziert,
wenn das Vorliegen einer echten Diarrh6 bei Patienten mit
vermehrter Stuhlfrequenz fraglich ist. Eine vermehrte Stuhl-
frequenz bei normalem Stuhlgewicht (sog. falsche Diarrho)
ist kein Durchfall und findet sich u. a. beim Colon irritabile
(s. auch ,toddler’s diarrhea“) sowie bei analer Inkontinenz
oder Proktitis.

3.4.2 a -Antitrypsin-Clearance

Die Untersuchung dient der Diagnostik eines enteralen Ei-
weiflverlustes, insbesondere der Abklirung einer Hypoalbu-
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mindnie (nach Ausschluss von Leber- und Nierenerkrankun-
gen). Da a,-Antitrypsin kein Nahrungsbestandteil ist und
bei enteralem Verlust weder resorbiert noch nennenswert im
Darmlumen abgebaut wird, eignet es sich als Parameter fiir
einen intestinalen EiweifSverlust.

Die Stuhlsammlung erfolgt iiber 48 oder 72 h. Parallel
dazu erfolgt eine Bestimmung der Serumkonzentration. Die
Clearance wird analog zur Kreatinin-Clearance berechnet:

Stuhlvolumen x Stuhlkonzentration : Serumkonzentration.

Erhohte Werte finden sich bei:
intestinalen Entziindungen wie M. Crohn und Colitis
ulcerosa,
bakteriellen Infektionen,
Zoliakie sowie
Lymphabflussstorungen (z. B. intestinale Lymphangie-
ektasie).

Die Spezifitit und vor allem Sensitivitit des Tests sind nicht
sehr zufriedenstellend. Eine normale Clearance schliefit einen
enteralen Eiweifverlust nicht aus. Die Clearance korreliert bei
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen nicht mit der
Krankheitsaktivitit. Da o -Antitrypsin bei einem pH-Wert
<3 rasch degradiert wird, wird eine exsudative Gastropathie
nur nach vorangegangener Sauresuppression (Gabe eines Pro-
tonenpumpenhemmers) erfasst. Die Brauchbarkeit der Be-
stimmung aus einzelnen Stuhlproben anstatt aus Sammelstuhl
wird kontrovers diskutiert.

3.4.3 Calprotectin und Laktoferrin

Calprotectin ist ein kalzium- und zinkbindendes Protein, das
sich vorwiegend in neutrophilen Granulozyten findet, wo es
5% des Gesamtproteins und 60 % des im Zytosol lokalisier-
ten Proteins ausmacht. Laktoferrin ist ein eisenbindendes
Glykoprotein, das in aktivierten neutrophilen Granulozyten
gebildet wird. Bei Entziindungen und Tumoren des Darms
gelangen aufgrund der gestorten mukosalen Barrierefunktion
vermehrt Granulozyten in das Darmlumen, aus denen in der
Folge Calprotectin und Laktoferrin freigesetzt und somit im
Stuhl bestimmbar werden.

Beide Parameter konnen zur Differenzierung organi-
scher versus funktioneller Darmerkrankungen sowie zur Di-
agnostik, Verlaufs- und Aktivitatsbeurteilung bei chronisch-
entziindlichen Darmerkrankungen herangezogen werden.
Eine Differenzierung zwischen verschiedenen Formen ent-
ziindlicher Diarrhden, insbesondere zwischen Colitis ulce-
rosa, M. Crohn und invasiven Infektionen, ist jedoch nicht
moglich.

Da beide Molekiile bei Raumtemperatur iiber mehrere
Tage stabil sind, kann die Stuhlprobe iiber den normalen Post-
weg versandt werden. Bei ldngerer praanalytischer Lagerung
empfiehlt sich fiir die Laktoferrin-Bestimmung ein Einfrieren
der Probe. Die Bestimmung erfolgt mittels Enzymimmunoas-
say (ELISA). Zur Bestimmung des Calprotectins werden mo-
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noklonale oder polyklonale Antikorper verwendet, wobei der
monoklonale Test anscheinend eine hohere Spezifitit aufweist.
Die Referenzbereiche des Calprotectins sind ausgesprochen
altersabhingig: Insbesondere Neugeborene zeigen 20-fach
hohere Werte als Jugendliche.

3.4.4 Leukozyten im Stuhl

Die mikroskopische Bestimmung der Leukozyten im Stuhl
dient der Diagnostik einer invasiven Darminfektion (Granu-
lozyten bei E. coli und Shigellen) bzw. einer chronisch-ent-
ziindlichen Darmerkrankung (Lymphozyten). Der Test ist ne-
gativ bei endotoxinproduzierenden Keimen. Bei Salmonellen
und Typhus sind Monozyten, bei eosinophiler Gastroenteritis
Eosinophile nachweisbar.

© Die Qualitit der Untersuchung ist jedoch stark von
der Erfahrung des Untersuchers abhangig, so dass
die Bestimmung zugunsten validerer Parameter
wie Calprotectin und Laktoferrin haufig nicht mehr
angefordert wird.

3.4.5 Stuhl-pH

Ein niedriger Stuhl-pH ist charakteristisch fiir eine Malab-
sorption von Kohlenhydraten. Die nicht resorbierten Zu-
cker werden im Kolon bakteriell zu Laktat und kurzketti-
gen Fettsduren vergart. Folge ist ein vermehrter Stuhlgehalt
an organischen Sauren und ein verminderter pH-Wert des
Stuhls.

Bei Sauglingen, insbesondere bei Muttermilchernahrung,
finden sich niedrigere pH-Werte von bis zu 4,5. Bei dlteren
Kindern schwankt der pH-Wert zwischen 6,5 und 7,5. Der
Stuhl-pH-Wert wird auf Station mit einem pH-Indikatorpa-
pier oder im Labor mittels pH-Meter bestimmt. Jenseits des
Sauglingsalters ist ein Stuhl-pH-Wert von <5,5 pathologisch
und kennzeichnend fiir eine Kohlenhydratmalabsorption.

3.4.6 Reduzierende Substanzen

Die Bestimmung reduzierender Substanzen (Clinitest-Tab-
letten) im Stuhl erganzt die pH-Messung in der Malabsorp-
tionsdiagnostik. Der Nachweis erfolgt semiquantitativ als
Farbreaktion mittels Fehling-Probe, bei der Kupfersulfat zu
Kupferoxid umgewandelt wird. Hierbei werden allerdings
nur reduzierende Zucker wie Glukose, Galaktose, Fruktose,
Laktose und Maltose erfasst, nicht aber nichtreduzierende
Zucker wie Saccharose und Laktose oder Zuckeralkohole wie
Sorbitol und Mannitol. Zur Bestimmung der Saccharose muss
die Probe unter Zugabe von Salzsdure vorher kurz aufgekocht
werden. Ein Wert von 0,5% oder mehr gilt als pathologisch.
Bei Neugeborenen, insbesondere bei gestillten, und bei Zu-
stand nach Kolektomie sind jedoch Werte von 0,5% oder
hoher beschrieben worden. Auch grofiere Mengen von Vita-
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min C und Medikamente wie Penicilline oder Cephalosporine
kénnen falsch-positive, eine lange praanalytische Probenlage-
rung falsch-negative Ergebnisse verursachen.

3.4.7 Elektrolyte, Osmolalitit
und ,,osmotische Liicke”

Die Messung von Natrium und Kalium im Stuhl dient zur
Berechnung der ,,osmotischen Liicke®, die zur Differenzierung
von sekretorischer und osmotischer Diarrh6 herangezogen
wird. Bei der sekretorischen Diarrho bewirken Elektrolyte die
Wasserretention im Darmlumen, wihrend bei osmotischer
Diarrhé Nichtelektrolyte wie Kohlenhydrate die Wasserreten-
tion verursachen.
Die osmotische Liicke berechnet sich nach der Formel:

290 mOsm/kg - 2 x ([Na*] + [K*]).

Zur Berechnung sollte die geschatzte ,,normale” Osmolalitit
von 290 mOsm/kg und nicht die gemessene herangezogen
werden, da die Stuhlosmolalitit im Sammelbehaltnis sekundar
durch fortgesetzte bakterielle Fermentation nicht resorbierter
Kohlenhydrate rasch ansteigt.

Bei rein osmotischer Diarrh6 betragt die osmotische
Licke >125 mOsm/kg, bei rein sekretorischer Diarrho
<50 mOsm/kg.

3.4.8 Gallensauren

Gallenséuren unterliegen dem enterohepatischen Kreislauf
und werden zu iiber 90 % aus dem terminalen Ileum wieder
aufgenommen. Bei gestorter Resorption gelangen sie in den
Dickdarm, in dessen Lumen sie von Darmbakterien verstoff-
wechselt werden. Folge ist ein Gallensaureverlustsyndrom
mit Schleimhautreizung und chologener Diarrhg.

Erkrankungen, die das terminale Ileum betreffen wie z. B.
der M. Crohn, kénnen zu einer Stérung der Gallensdurere-
sorption fithren. Oft ist auch die Aufnahme von Fetten und
fettloslichen Vitaminen vermindert.

Die Bestimmung der Gallensduren im Stuhl dient der dif-
ferenzialdiagnostischen Abklarung einer Diarrhd oder Stea-
torrho bzw. dem Nachweis eines Gallensdureverlustsyndroms.
Da die Analyse vorwiegend mittels chromatographischer Me-
thoden erfolgt, wird sie jedoch nur in wenigen spezialisierten
Laboren durchgefiihrt.

3.4.9 Okkultes Blutim Stuhl
(Haemoccult-Test)

Der Test auf okkultes Blut im Stuhl (Haemoccult-Test) ist ein
Suchtest auf intestinalen Blutverlust. Kleinere Blutmengen
(1-2 ml/Tag) sind physiologisch im Stuhl zu finden. Die
kommerziellen Test-Kits sind so ausgelegt, dass erst groflere
Mengen zu einem positiven Ergebnis fithren.

© Erfolgt der Blutverlust im oberen Gastrointestinaltrakt
(Osophagus, Magen), wird das Himoglobin im Magen
durch Salzsaure zu Hamatin umgewandelt, das mit
dem Testbrief Giblicherweise nicht erfasst wird.

Es werden 3 Stuhlproben an hintereinander folgenden Tagen
gesammelt. Der Testbriefnachweis beruht auf einer enzyma-
tischen Farbreaktion, bei der Himoglobin aufgrund seiner
Pseudoperoxidaseaktivitit Gujakharz zu einem blauen Farb-
stoff oxidiert. Hohe Dosen von Vitamin C kénnen aufgrund
ihrer antioxidativen Wirkung falsch-negative, rohe Fleisch-
produkte, Fisch sowie Friichte und Gemiise, die Peroxidasen
enthalten (Bananen, Meerrettich, Radieschen, Riiben, Sellerie
etc.) falsch-positive Ergebnisse bedingen.

Urinteststreifen sind ungeeignet zum Nachweis okkulten
Blutes im Stuhl, da die Reaktion aufgrund des physiologischen
intestinalen Blutverlustes stets positiv ausfallt.

In den letzten Jahren sind mehrere z. T. automatisierte
immunologische Tests entwickelt worden, die im Vergleich
zu den gujakbasierten Verfahren eine héhere Sensitivitit und
Spezifitat aufzuweisen scheinen. Da fikales Blut mittels spezi-
fischer Antikorper gegen menschliches Himoglobin nachge-
wiesen wird, haben oben aufgefiithrte Nahrungsmittel keinen
Einfluss auf das Testergebnis.

3.5 Aktivitdtsbestimmung
der Disaccharidasen
H. Y. Naim

Neben der Bestimmung des pH-Wertes und dem Auffinden evtl.
nicht gespaltener Disaccharide in Harn und Stuhl sowie dem H -
Atemtest (™ Abschn. 3.1), die nur ein Indiz fur eine Disacchari-
dasedefizienz sein kénnen und sich eher als Screeningmethode
eignen, dient die Bestimmung der Enzymaktivitdt der Glykosida-
sen aus Biopsieproben des Diinndarms als Mittel der Wahl, wobei
verschiedene Methoden zur Verfligung stehen.

3.5.1 Messung der Enzymaktivitit mittels
Hochdruckfliissigkeits-
chromatographie (,,high pressure

liquid chromatography”, HPLC)

Die Biopsieproben werden in Lysispuffer auf Eis homogeni-
siert und anschlieflend fiir eine Stunde inkubiert, um simt-
liche Membranstrukturen der Zelle zu lysieren. Die zu un-
tersuchende Disaccharidase, deren Enzymaktivitdt bestimmt
werden soll, wird mit spezifischen Antikérpern und Protein-
A-Sepharose gebunden sowie aus dem Gesamthomogenat
isoliert und in 2 Teile gespalten. Der eine Teil dient zur Be-
stimmung der Gesamtproteinmenge in der Probe, was z. B.
photometrisch nach der Methode von Bradford durchgefiihrt
werden kann. Mit dem zweiten Teil wird die enzymatische
Aktivitdt gemessen: Das an die Sepharose gebundene Enzym
wird gewaschen und mit der zu hydrolisierenden Substrat-
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losung versetzt. Dem Enzym wird dann ausreichend Zeit
gegeben, das entsprechende Substrat zu hydrolysieren (Sac-
charase-Isomaltase spaltet z. B. das Disaccharid Saccharose zu
Glukose und Fruktose). Dabei muss ein Substrat-Blank mit-
laufen, um den Grundgehalt an den Monosacchariden in der
Substratlosung zu bestimmen. Die Reaktion wird mit Dime-
thylsulfoxid-(DMSO-)Eisessig abgestoppt und anschlieflend
mit einem entsprechenden FliefSmittel auf eine HPLC-Séule
gegeben. Unter Beriicksichtigung der Gesamtproteinmenge
und aus der Gesamtzunahme des Glukosegehalts gegeniiber
dem Substrat-Blank kann man dann die enzymatische Akti-
vitat des Disaccharids ableiten.

3.5.2 Photometrische Bestimmungen
der Enzymaktivitat

Eine erste Moglichkeit besteht in der Probenaufbereitung
entsprechend derjenigen bei der HPLC. Dabei misst man bei
dieser Methode aber den Gehalt an Glukose indirekt. Die aus
der Enzymreaktion entstandene Glukose wird mittels ATP
und Hexokinase phosphoriliert. Die Produkte dieser Reak-
tion sind Glukose-6-Phosphat und ADP. Glukose-6-Phosphat
wird anschlieflend in Gegenwart von NADH durch Glukose-
6-Phosphat-Dehydrogenase zu Glukonat-6-Phosphat oxi-
diert, wobei andere Kohlenhydrate nicht oxidiert werden.
Die Geschwindigkeit der NADPH-Zunahme ist direkt pro-
portional der Glukosekonzentration und wird photometrisch
gemessen.
Bei einer zweiten Moglichkeit wird folgendermafien vor-
gegangen:
Zunéchst wird ein Glukosestandard mit Benzoesaure
hergestellt, um die Proben mit 99 Teilen KCI zu homo-
genisieren (99 pl/ mg Biopsat). Fiir die weitere Arbeit
verwendet man vom Homogenat
50 pl fiir die Aktivitatsbestimmung von Saccharase,
Laktase und Trehalase sowie
10 pl fiir die Aktivitdtsbestimmung der Maltase (plus
40 pl H20 oder KCI).
Anschlieflend gibt man zu der Probe 50 pl des entspre-
chenden Substrats hinzu (Substrat-Blank mitfithren).
Als weitere Schritte folgen:
Inkubation der Proben bei 37 °C fiir etwa 60 min,
Abstoppen der Reaktion mit 900 ul H,O;
Kochen der Proben fiir 4 min bei 95 °C, anschlieflend
Abkiihlung;
Hinzufiigung von 2 ml Glukoseoxidase zu den Pro-
ben und zu den Standards, Vermischung und Inkuba-
tion bei 37 °C, bis eine ausreichende Braunfirbung
entsteht;
Abstoppung der Reaktion mit 2 ml 10 N HCI-Losung
und Vermischung;
nochmalige Inkubation fiir 10 min und Ablesen der
Proben bei einer Wellenldnge von 530 nm in einem
Photometer (Standard-Blank: 1 ml H,0).
Die Extinktionen der Proben miissen im Bereich der
Standardkurve liegen.
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Die Substrat-Blanks werden von den entsprechenden

Proben abgezogen.

Berechnung:
Das Ergebnis wird in Internationalen Einheiten (IE,
entsprechend umol hydrolisiertes Disaccharid / min)
angegeben.
Zunichst wird eine Standardkurve gezeichnet, bei
der die Menge an Glukose gegen die Extinktion
aufgetragen wird.
Die Menge an Glukose in ug wird bei der Extink-
tion 1,0 abgelesen und in folgende Formel eingesetzt
(dabei ist 198,2 das Molekulargewicht von Glukose,
60 die Inkubationszeit in Minuten und 1 das Proben-
volumen in ml):

Extinktion der Probex ug Glukose bei Extinktion 1,0
IE/ml=

198,2x60x1

Fiir Maltase, Isomaltase und Trehalase muss
»pmol Glukose / min durch 2 dividiert werden.
Fiir Biopsien ist der Wert pro Gramm Mukosa umzu-

rechnen.

3.6 Bestimmung
von Entziindungsparametern
und Autoantikorpern

H. Witt

Von den vielen klinisch-chemischen Entziindungsparametern
konnten sich nur wenige wie die Blutkorperchensenkungsge-
schwindigkeit (BSG), das C-reaktive Protein (CRP) und das Interleu-
kin 6 (IL-6) in der Routinediagnostik durchsetzen. Autoantikorper
gegen Zell- und Gewebebestandteile sind in der padiatrischen
Gastroenterologie vor allem bei der Diagnostik der Lebererkran-
kungen (antinukledre Antikorper, ANA; ,smooth muscle anti-
bodies”, SMA; ,soluble liver antigen/liver pancreas antibodies”,
SLA/LP-Antikorper; ,liver kidney microsome type 1 antibodies”,
LKM1-Antikorper) sowie der Zéliakie (Anti-Gewebetransglutami-
nase-Antikorper, t-TGA; Anti-Endomysium-Antikérper, EMA; Anti-
Gliadin-Antikdrper, AGA) von Bedeutung. Insbesondere bei der
Antikorperdiagnostik bestehen deutliche Schwankungen in der
Analysequalitat, so dass die Bestimmung nur in Laboren erfol-
gen sollte, die sich an QualitdtsmalBnahmen wie Ringversuchen
beteiligen.

3.6.1 Entziindungsparameter

Die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) ist ab-
héngig von der Anzahl und Beschaffenheit der Erythrozyten
sowie der Zusammensetzung des sie umgebenden Protein-
milieus. So ist die BSG bei Andmie infolge des niedrigeren
Hématokrits erh6ht. Eine Vermehrung der Akute-Phase-
Proteine oder der Immunglobuline beschleunigt die BSG,
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da die Abstoflung benachbarter Erythrozyten aufgrund ihrer
verringerten negativen Oberflachenladung reduziert ist. Die
BSG ist als unspezifischer Suchtest und Verlaufsparameter auf
entziindliche Erkrankungen jedoch nur von Wert, wenn diese
eine Dysproteindmie hervorrufen und den roten Blutzellstatus
nicht wesentlich beeinflussen.

© ZurBewertung der BSG ist der Wert nach 1 h ausrei-
chend, die Bestimmung des Wertes nach 2 h bringt
keine zusatzliche Information.

Das C-reaktive Protein (CRP) wird in der Leber nach Induk-
tion durch Interleukin 6 (IL-6) gebildet. Erhohte Werte finden
sich bei bakteriellen und Pilzinfektionen sowie bei Autoim-
mun- und Tumorerkrankungen. Virale Infektionen fithren
iiberwiegend zu einer nur leichten Erhohung. Bei Leberver-
sagen oder -insuffizienz konnen die Werte falsch-niedrig aus-
fallen. Da die Kinetik des CRP-Anstiegs relativ trage ist und
maximale Serumwerte erst nach 48-72 h erreicht werden, be-
steht eine diagnostische Liicke zwischen klinisch bereits sym-
ptomatischer Infektion und einer relevanten CRP-Erhéhung,
die durch die Bestimmung des IL-6 geschlossen werden kann.

Das Zytokin Interleukin 6 (IL-6) ist ein Hauptmediator der
Akute-Phase-Reaktion und steigt bei akuten Infektionen deut-
lich frither als das CRP an. Da die Bestimmung des IL-6 teurer
als die des CRP ist, sollte sie bestimmten Fragestellungen wie
der Frithdiagnose einer neonatalen Sepsis vorbehalten bleiben.

Prokalzitonin (PCT) ist ein unspezifischer Marker fiir
schwere bakterielle oder mykotische Infektionen. Virale, au-
toimmune und lokale bakterielle Infektionen fithren zu kei-
ner oder nur einer leichten Erhéhung. Die Werte korrelieren
relativ gut mit dem Schweregrad der Erkrankung. Da die
Halbwertzeit ca. 24 h betragt, eignet es sich zur Kontrolle des
Therapieerfolgs. Aufgrund der hohen Analysekosten hat sich
das PCT im klinischen Alltag wenig durchgesetzt.

Das auch als ,Darm-CRP“ bezeichnete Orosomu-
coid (saures a,-Glykoprotein) ist zur Verlaufskontrolle des
M. Crohn geeignet, da die Serumwerte gut mit der Krank-
heitsaktivitdt korrelieren. In der Routinediagnostik ist es al-
lerdings entbehrlich.

3.6.2 Autoantikorper

Lebererkrankungen

Die bei autoimmuner Hepatitis (AIH) relevanten Autoan-
tikorper sind mit Ausnahme der SLA zumeist unspezifisch
und konnen auch bei Hepatopathien viraler oder medi-
kamenteninduzierter Genese vorkommen. Der Nachweis
erfolgt vorrangig mittels Immunfluoreszenzmethoden an
Schnitten verschiedener Gewebe. Die AIH kann anhand ihre
Autoantikorperprofils in zwei Subtypen eingeteilt werden:
Bei der ATH vom Typ I finden sich ANA, AMA und/oder
SLA /LP-Antikérper, wihrend der Typ II durch LKM1-An-
tikorper definiert ist. Diese rein deskriptive Einteilung hat
weder eine pathophysiologische Basis noch eine therapeu-
tische Konsequenz.

© Negative Autoantikérpertiter schlieBen eine AIH
niemals aus. Es besteht keine Korrelation zwischen
der Hohe der Antikorpertiter und klinischer Sympto-
matik. Bei Verdacht auf eine AIH sollten immer auch
die Immunglobuline (Ig) im Serum (IgA, IgG und IgM)
bestimmt werden.

Antinukledre Antikorper (ANA) richten sich gegen Bestand-
teile der Zellkerne und zeigen zahlreiche verschiedenartige
Antigenspezifititen (ssDNA, Sm, SSA, UL-nRNP etc.), die nur
zum Teil charakterisiert sind. Positive ANA-Titer sind bei ei-
ner Vielzahl von Erkrankungen nachweisbar, insbesondere
beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) sowie bei der
AIH. Niedrigtitrige ANA (< 1:80) sind meistens IgM-spezi-
fisch und finden sich vornehmlich bei Gesunden, wiahrend
hochtitrige ANA vorwiegend IgG-spezifisch sind.

Antikorper gegen glatte Muskulatur (SMA) reagieren mit
kontraktilen Elementen der glatten Muskulatur, insbesondere
dem Aktin. SMA finden sich sehr hiufig und sind wenig spe-
zifisch.

SLA/LP-Antikorper (,,soluble liver antigen/liver pancreas
antibodies) besitzen eine sehr hohe Spezifitit fiir eine ATH
(99 %), treten aber relativ selten auf.

LKM1-Antikorper (,liver kidney microsome type 1 an-
tibodies®) richten sich gegen den Zytochrom-P450-Enzym-
komplex (CYP2D6). Sie lassen sich tblicherweise nur bei
fehlenden ANA oder SMA nachweisen und definieren den
Typ II der AIH.

LC1-Antikorper (,liver cytosol type 1 antibodies) re-
agieren mit Enzymen des Aminosdurestoffwechsels. Die An-
tikorper sind sehr spezifisch fiir die ATH und treten hiufig bei
Patienten auf, die positiv fiir LKM1-Antikdrper sind.

Antimitochondriale Antikérper (AMA) richten sich ge-
gen Bestandteile des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und
werden in 9 verschiedene Typen (M1-9) unterteilt. AMA sind
bedeutsam bei der Diagnostik der primér bilidren Zirrhose
(PBC), die im Kindesalter praktisch nicht vorkommt.

© Bei der Diagnostik einer Autoimmunhepatitis muss
beachtet werden, dass im Kindesalter Antikorper-
titerstufen (ANA, SMA und LKM ) von 1:20 bis 1:40
bereits als pathologisch gelten.

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen

Die Bestimmung von Antikorpern (ANCA oder ASCA;
s. unten) bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
hat aufgrund mangelnder diagnostischer oder therapeuti-
scher Konsequenzen keine wesentliche Bedeutung erlangt.
Positive pANCA bei negativen ASCA sprechen fiir eine Co-
litis ulcerosa, wiahrend viele Patienten mit Colitis indeter-
minata negativ fiir beide Antikorper sind. Die Qualitét der
ANCA-Bestimmung und damit deren Sensitivitat ist sehr
laborabhingig.

Antikorper gegen neutrophile Granulozyten (ANCA)
werden in cANCA (zytoplasmatisches Muster) und pANCA
(perinukledres Muster) eingeteilt. CANCA richten sich gegen
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die Proteinase 3, pANCA gegen die Myeloperoxidase (MPO).
Die Bestimmung erfolgt mittels Inmunfluoreszenz oder En-
zymimmunassay (ELISA). pANCA finden sich gehéuft bei
Colitis ulcerosa (60-80 %), aber auch bei primér sklerosie-
render Cholangitis (PSC) (ca. 80 %), AIH (ca. 70 %) und Vas-
kulitiden. Bei hoher Sensitivitat ist die diagnostische Spezifitit
somit gering.

Antikorper gegen Saccharomyces cerevisiae (ASCA) sind
mit M. Crohn assoziiert (35-80 %), lassen sich aber auch bei
Colitis ulcerosa (2-14 %), PSC (20 %) und AIH (20 %) sowie
bei Gesunden (1-7%) nachweisen. ASCA werden mittels
ELISA nachgewiesen.

Vor Kurzem wurden Autoantikérper gegen das Glykopro-
tein 2 (GP2), das sich in den Zymogengranula des Pankreas
findet, vermehrt bei Patienten mit M. Crohn beschrieben. In-
wieweit dieser Parameter Eingang in die Routinediagnostik
findet, wird die Zukunft zeigen.

Zoliakie

Als Suchtest auf eine Zoliakie eignen sich sowohl Anti-En-
domysium-(EMA)- als auch Anti-Gewebetransglutaminase-
Antikorper (t-TGA), die eine vergleichbare Sensitivitat und
Spezifitit aufweisen. Alle Antikorper lassen sich als IgA und
IgG nachweisen, wobei die mukosalen IgA-Antikorper die
groflere Spezifitit besitzen und somit vorrangig bestimmt
werden sollten.

© Da ca. 5% der Patienten mit Zéliakie einen selekti-
ven IgA-Mangel besitzen, istimmer auch das IgA im
Serum zu bestimmen. Eine Bestimmung der Autoan-
tikérper im Stuhl sollte nicht erfolgen. Bei positiven
oder zweideutigen serologischen Befunden wird die
Duodenalbiopsie zur Diagnosesicherung noch als
unerlasslich eingeschatzt.

Anti-Gliadin-Antikorper (AGA) richten sich gegen die alkohol-
extrahierbare Fraktion des Weizenproteins Gluten und sind
keine Autoantikérper im eigentlichen Sinne. AGA werden
mittels ELISA bestimmt. IgG-AGA besitzen bei Kindern eine
hohe Sensitivitit fir eine Zoliakie bei geringer Spezifitit (etwa
50 %), wahrend IgA-AGA bei hoher Spezifitat (92-97 %) eine
geringere Sensitivitdt (52-100 %) aufweisen.
Anti-Endomysium-Antikorper (EMA) richten sich gegen
die Gewebetransglutaminase und werden an Affendsopha-
gusschnitten oder menschlicher Nabelschnur mittels indi-
rekter Immunfluoreszenz nachgewiesen. EMA vom Typ IgA
weisen eine sehr hohe Sensitivitat (88-100 %) und Spezifitit
(91-100 %) auf, allerdings sind sie bei Kindern unter 2 Jahren
weitaus weniger sensitiv. EMA werden zur Kontrolle der Di-
dtcompliance eingesetzt.
Anti-Gewebetransglutaminase-Antikorper (t-TGA) er-
reichen nahezu die Sensitivitit und Spezifitit des EMA. Die
Gewebetransglutaminase (t-TG2) wird bei Entziindung aus
Zellen freigesetzt und modifiziert (deamidiert) Proteine, ins-
besondere Gliadine. Da t-TGA mittels ELISA gemessen wer-
den, ist ihre Bestimmung weniger aufwendig und unabhangi-
ger vom Untersucher, weshalb sie in der Routine zunehmend
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die EMA verdringen. Bei IgA-Mangel ist die Messung der
weniger spezifischen t-TGA-IgG indiziert.

3.7 Leberfunktionstests

H. Witt

In der Diagnostik hepatobilidrer Erkrankungen steht eine Viel-
zahl von Parametern zur Verfligung, die sich prinzipiell in Mar-
ker einer hepatozelluldren Schadigung, einer Cholestase und der
Synthesefunktion einteilen lassen und zum festen Repertoire in
der Hepatologie gehoren. Die quantitativen Leberfunktionstests
und Parameter zur Erfassung des fibrotischen Umbaus der Leber
haben sich hingegen bisher in der Routine wenig durchsetzen
konnen.

Die klinisch-chemischen Kenngréf3en zur Diagnostik von
Lebererkrankungen sind in der folgenden » Ubersicht zu-
sammengestellt.

Klinisch-chemische KenngroBen zur Diagnostik von
Lebererkrankungen

== |nitiale Diagnostik:
— Aminotransferasen (Aspartataminotransferase,
ASAT; Alaninaminotransferase, ALAT)
— Kreatinkinase (CK)!
— Alkalische Phosphatase (AP)
— y-Glutamyltranspeptidase (y-GT)
— Bilirubin (gesamt und direkt)
— Gallensauren
— Albumin
— Immunglobuline
— Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (@aPTT),
Thromboplastinzeit (TPZ, Quick-Test)
— Cholesterin, Triglyceride
== Ergdnzende Diagnostik:
— Glutamatdehydrogenase (GLDH)
— Pseudocholinesterase (PCHE)
— Gerinnungsfaktoren (Faktor V und VII)
— Dynamische Leberfunktionstests
— Serologische Fibrosemarker
= Krankheitsspezifische Marker:
— a,-Antitrypsin (inklusive genetische Diagnostik)
— Coeruloplasmin
— Kupfer im Urin (Penicillamintest)
— a,-Fetoprotein
— Ferritin
— Autoantikorper
— Virologie
- etc
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3.7.1 Leberzellschaden

Die ,Transaminasen” (ASAT und ALAT) sind die wichtigsten
klinisch-chemischen Kenngroflen fiir eine hepatozellulére
Schidigung. Beide Parameter sind jedoch organunspezifisch
und auch bei Skelettmuskelerkrankungen erhoht.

© Bei unklaren Transaminasenerhdhungen ist deswe-
gen die Bestimmung der Kreatinkinase (CK) zum
Ausschluss einer Muskelerkrankung obligat.

Die Aspartataminotransferase (ASAT), auch als Glutamat-
Oxalacetat-Tansaminase (GOT) bezeichnet, ist ein ubiquitéres
Enzym, das vor allem in den Mitochondrien und im Zyto-
plasma (Verhéltnis ca. 4:1) von Herzmuskel-, Skelettmuskel-
und Leberzellen zu finden ist. Die ASAT katalysiert die Uber-
tragung der 2-Aminogruppe von Aspartat auf 2-Oxoglutarat
unter Bildung von Glutamat und Oxalacetat. Nach Verletzung
oder Zellnekrose tritt das Enzym in den Extrazelluldrraum
iiber und kann als Maf3 fiir eine Zellschidigung verwendet
werden. Da die ASAT-Konzentration in den Erythrozyten ca.
40-fach hoher ist als im Plasma, kann eine Hamolyse erh6hte
ASAT-Werten bedingen.

Die Alaninaminotransferase (ALAT), auch als Glutamat-
Pyruvat-Tansaminase (GPT) bezeichnet, findet sich vorwie-
gend in der Leber, kommt aber auch in Nieren, Herz, Skelett-
muskel und anderen Organen vor. Das Enzym katalysiert die
Ubertragung der 2- Aminogruppe von Alanin auf 2-Oxogluta-
rat unter Bildung von Glutamat und Pyruvat. Intrazelluldr ist
das Enzym, im Gegensatz zur ASAT, iiberwiegend im Zytosol
und nur zu einem geringem Teil in den Mitochondrien loka-
lisiert. Bei akuter Leberzellschidigung steigt die ALAT daher
haufig vor der ASAT an.

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein tetrameres En-
zym und kommt in 5 Isoenzymformen, LDH1-LDHS5, vor.
LDHI1 und LDH?2 finden sich vorwiegend in Erythrozyten,
Myokard und Niere, LDH3 in der Lunge und in Granulozyten
und LDH4 und LDH5 hauptsichlich in der Muskulatur, der
Leber und der Milz. Die LDH ist ein im Zytosol lokalisier-
tes Enzym, das Milchsdure zu Brenztraubensdure oxydiert.
LDHI vermag im Gegensatz zu den anderen Isoenzymen
2-Oxobutyrat zu Hydroxybutyrat umzusetzen und ist als
Hydroxybutyratdehydrogenase (HBDH) getrennt messbar.
Neben Hepatopathien konnen Herz- und Skelettmuskeler-
krankungen, Hdmolyse, maligne Tumoren (insbesondere
Leukdmien und Lymphome), Epstein-Barr-Virus-(EBV-)In-
fektionen und Lungenerkrankungen zu einer LDH-Erhéhung
fihren. Aufgrund der mangelnden Organspezifitit und der
im Vergleich zu den Transaminasen geringeren diagnosti-
schen Sensitivitét ist die LDH als Parameter hepatischer Er-
krankungen entbehrlich.

Die Glutamatdehydrogenase (GLDH) ist ein weitgehend
leberspezifisches Enzym, da ihre Aktivitit in der Leber min-
destens 10-fach hoher als in anderen Organen ist. Enzymer-
hohungen im Serum entstammen somit ausschliefSlich der
Leber. Die GLDH katalysiert die NADH-abhingige Ubertra-
gung von Ammoniak auf 2-Oxoglutarat unter Bildung von

Glutamat und NAD. Die GLDH ist als mitochondriales Enzym
ein Indikator der Parenchymzellnekrose. Zusammen mit der
ASAT und ALAT gestattet die GLDH eine Abschitzung des
Zelluntergangs und somit der Schwere des Leberschadens. Als
genereller Suchtest auf eine Lebererkrankung ist die GLDH
allerdings ungeeignet, da ihre diagnostische Sensitivitat bei
nur etwa 50 % liegt. Die Bestimmung der GLDH sollte be-
stimmten Fragestellungen wie der Beurteilung des Ausmafies
einer akuten Leberzellschdadigung oder dem Verdacht auf eine
Transplantatabstoffung vorbehalten bleiben.

3.7.2 Cholestase

Als Cholestaseparameter haben insbesondere die AP, die
y-GT, das Bilirubin und die Gallensduren Bedeutung erlangt.
Weitere Parameter wie die Leucinarylamidase (LAP) und die
5’-Nukleotidase konnten sich in der Routinediagnostik nicht
durchsetzen.

© Jede Cholestase ist vergesellschaftet mit einer Dysli-
poproteinamie, insbesondere mit einer Hypercholes-
terinamie und der Bildung atypischer Lipoproteinen
(Lipoprotein X).

Die alkalische Phosphatase (AP) ist ein ubiquitir vorkom-
mendes, membrangebundenes Enzym, das in grofler Menge
im Skelettsystem, in der Niere, im Leberparenchym und in
den Gallenwegsepithelien lokalisiert ist. Das Enzym spaltet
Phosphatgruppen von einer Vielzahl von Substraten ab und
besitzt ein Aktivitatsoptimum im alkalischen Bereich. Die Be-
stimmung der AP-Isoenzyme ist kosten- und zeitaufwendig
und ist in Anbetracht der zahlreichen zur Verfiigung stehen-
den hepatobilidren Parameter entbehrlich. Der Referenzbe-
reich der AP ist aufgrund der vermehrten Freisetzung des
Knochenisoenzyms wihrend des Knochenwachstums stark
altersabhdngig und liegt deutlich tiber dem Referenzbereich
des Erwachsenenalters. Ein Zinkmangel kann an einer nied-
rigen AP-Aktivitit erkennbar sein.

Die y-Glutamyltranspeptidase (y-GT) ist vornehmlich in
Leber, Niere, Milz sowie in Gehirn, Diinndarm und Pankreas
zu finden. Die im Serum nachweisbare Enzymaktivitat wird
allerdings nahezu ausschliefSlich durch die Leber bestimmt.
Im Gegensatz zur AP wird die y-GT weder im Muskel noch
im Knochen gebildet und ist daher bei Erkrankungen dieser
beiden Organsysteme nicht erhoht. Die y-GT ist einer der sen-
sitivsten Parameter einer Cholestase. Die Enzymerhohung wird
auf vermehrte, durch Gallensduren vermittelte Ablosung des
membranstdndigen Enzyms zuriickgefithrt. Der durch Medi-
kamente (wie z. B. Phenobarbital und Phenytoin) sowie durch
Alkoholabusus bedingte Anstieg der y-GT wird hingegen durch
eine Enzyminduktion oder eine toxische Leberschadigung ver-
ursacht. Bei Frith- und Neugeborenen findet sich eine bis zu 10-
fach hohere Enzymaktivitat im Serum als im Erwachsenenalter.

Bilirubin entsteht zu 80-85% aus dem Hamoglobinab-
bau iberalterter Erythrozyten und zu 15-20% aus dem
Abbau anderer hdmbhaltiger Proteine, unter pathologischen
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Bedingungen auch bei Reifungsstérungen der Erythrozyten
im Knochenmark (ineffektive Erythropoese). Wegen seiner
schlechten Loslichkeit liegt Bilirubin im Serum entweder an
Albumin angelagert (indirektes oder unkonjugiertes Biliru-
bin) bzw. kovalent gebunden oder mit Glukuronséure veres-
tert vor (direktes oder konjugiertes Bilirubin). Im Serum Ge-
sunder findet sich fast ausschliefllich unkonjugiertes Bilirubin.

© Eine konjugierte Hyperbilirubinimie bzw. eine
Erh6hung des Anteil auf >15 % des Gesamtbilirubins
weisen auf eine hepatobilidre Erkrankung hin und ist
immer pathologisch. Insbesondere in der Neuge-
borenenperiode ist eine ziligige Befundabklarung
erforderlich.

Gallensauren werden in der Leber aus Cholesterin syntheti-
siert. Die tagliche Sekretion in das Duodenum betrigt etwa
30-60 mmol, wovon der grofite Teil unverandert aus dem ter-
minalen Ileum riickresorbiert wird. Nur ca. 1 mmol geht pro
Tag iiber den Stuhl verloren. Die Messung der Gallensiduren
im Blut stellt einen sensitiven Friihtest einer hepatozelluldren
Dysfunktion dar, zumal in seltenen Fillen eine Cholestase
auch ohne Erhohung des direkten Bilirubins einhergehen
kann. Die Bestimmung erfolgt niichtern und 2 h postprandial.
Die Referenzbereiche sind abhingig von der Bestimmungs-
methode und den Abnahmebedingungen (niichtern niedriger
als postprandial). Neugeborene weisen vierfach hohere Werte
als Erwachsene auf, die im Laufe des ersten Lebensjahres auf
adulte Werte abfallen.

3.7.3 Bestimmung der Syntheseleistung

Zur Bestimmung der Lebersyntheseleistung konnen die Spie-
gel Serumproteine wie Albumin, die Aktivitit der Pseudocho-
linesterase (PCHE) und die Konzentrationen der Gerinnungs-
faktoren herangezogen werden.

Albumin wird in den Hepatozyten synthetisiert. Mit ei-
nem Anteil von 60 % an der Gesamtproteinkonzentration im
Plasma ist es das wichtigste Protein zur Aufrechterhaltung des
kolloidosmotischen Drucks. Albumin besitzt eine Halbwerts-
zeit von etwa 20 Tagen. Eine Leberzirrhose verursacht durch
eine verminderte Synthese wie auch Verluste in den ,,dritten
Raum® (gestorte Verteilung bei Aszites durch das erhohte Ver-
teilungsvolumen) eine Hypoalbumindmie. Es besteht keine
Korrelation der Leberfunktion mit der Albuminkonzentra-
tion. Proteinmangelernédhrung, Entziindungen (,,negatives®
Akute-Phase-Protein) und Verluste iiber den Darm, die Haut
oder die Nieren (nephrotisches Syndrom, Verbrennungen,
exsudative Enteropathie) bedingen ebenfalls eine Hypoalbu-
mindmie. Von einer echten Hypoalbuminamie lasst sich die
Pseudohypoalbumindmie als Folge von Storungen des Fliis-
sigkeitshaushaltes mittels Himatokritbestimmung abgrenzen.

Im Gegensatz zum Albumin sind die Immunglobuline
bei Leberzirrhose aufgrund der verminderten hepatischen
Clearance erhoht. Hohe Werte finden sich insbesondere bei
der Autoimmunbhepatitis.
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Die Synthese der Pseudocholinesterasen (PCHE) ist in
den Hepatozyten mit der des Albumins gekoppelt, so dass
Albuminverluste (exsudative Enteropathie, nephrotisches
Syndrom) eine PCHE-Erh6hung bedingen. Bei einer Synthe-
sestorung aufgrund einer Leberschiddigung findet sich hinge-
gen eine gleichsinnige Erniedrigung von Albumin und PCHE.
Da die PCHE eine starke interindividuelle Variation aufweist,
ist die Aussagekraft der Einzelbestimmung oft begrenzt. Auf-
grund der relativ geringen intraindividuellen Schwankungen
eignen sich jedoch serielle Bestimmungen gut zur Verlaufs-
beurteilung.

Mit wenigen Ausnahmen werden die plasmatischen
Gerinnungsfaktoren in den Hepatozyten synthetisiert. Bei
schwerem Leberparenchymschaden sind initial der Faktor VII
und im weiteren Verlauf auch die meisten anderen Faktoren
und Inhibitoren vermindert. Faktor VIII, der nicht in den He-
patozyten, sondern im retikuloendothelialen System gebildet
wird, kann aufgrund des verminderten hepatischen Abbaus
stark erhdht sein. Zur Uberpriifung des Gerinnungsstatus bei
Patienten mit Lebererkrankung sind initial die Globaltests wie
die Thromboplastinzeit (TPZ; Prothrombinzeit, PT; Quick-
Test — exogenes System) und die aktivierte partielle Throm-
boplastinzeit (aPTT; endogenes System) ausreichend. Da die
Faktoren II, VII, IX, und X Vitamin-K-abhéngig sind, kann
eine Cholestase aufgrund verminderter Vitamin-K-Resorp-
tion auch ohne hepatozellulire Schddigung zu pathologischen
Verdnderungen der Globaltests fithren. Bei Vitamin-K-Man-
gel fiihrt eine i.v. Gabe des Vitamins nach ca. 4 h zu einer Nor-
malisierung der TPZ und der aPTT. Aufgrund der geringen
Halbwertszeiten (HWZ) im Serum eignen sich der Faktor V
(HWZ: 12-15 h) und insbesondere der Faktor VII (HWZ:
2-5 h) zur Verlaufskontrolle eines akuten Leberzellschadens.

3.7.4 Dynamische Leberfunktionstests

Die Testverfahren beruhen auf der Messung von Metaboliten
oder der Messung der Elimination exogen zugefithrter Sub-
stanzen, fiir deren Clearance die hepatische Metabolisierung
von entscheidender Bedeutung ist. Fiir die meisten Tests exis-
tieren aber keine altersbezogenen Referenzwerte. Aufgrund
der ausgeprégten interindividuellen Schwankungsbreite besit-
zen Einzelbestimmungen nur wenig Aussagekraft. Neben der
Messung der Galaktoseelimination, dem Aminopyrinatemtest
und dem MEGX-Test (s. unten) existieren eine Vielzahl wei-
terer Tests wie die Indocyanin-, Antipyrin-, Methionin- und
die Coffein-Clearance. Das alteste Testverfahren, der Brom-
sulphthaleintest, wird aufgrund seiner schweren, z. T. letalen
Nebenwirkungen nicht mehr eingesetzt.

Die Galaktoseeliminationskapazitat ist ein Maf fiir die
funktionelle Leberzellmasse. Galaktose wird tiberwiegend he-
patisch metabolisiert. Die Galaktoseelimination wird entwe-
der seriell aus der Konzentration im Serum nach oraler (40 g)
bzw. i.v. Gabe (0,5 g/ kg KG) oder bei Verwendung von *C-
markierter Galaktose mittels *CO,-Messung in der Atemluft
ermittelt. Der Test eignet sich als prognostischer Parameter
beim akuten Leberversagen. Die Aussagekraft bei Patienten
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mit Leberzirrhose ist hingegen beschrinkt, da bis zu 30 %
falsch-normale Werte aufweisen.

Der Aminopyrinatemtest ermittelt die mikrosomale Me-
tabolisierungskapazitit der Leber. '* C-Aminopyrin wird oral
(2 mg/kg KG) verabreicht und in mehreren Schritten zu *CO,
metabolisiert, das in der Atemluft quantitativ bestimmt wer-
den kann. Da die N-Demethylase- Aktivitit bei Geburt noch
nicht ausgereift ist, werden Erwachsenenwerte erst zwischen
dem 1. und dem 2. Lebensjahr erreicht. Medikamente, welche
das Zytochrom-P450-System induzieren, wie Barbiturate, be-
dingen falsch-normale Befunde.

Der MEGX-Test misst die hepatische Metabolisierungs-
leistung. Das Antiarrhytmikum Lidocain wird in der Leber
durch das Zytochrom-P450-System zu Monoethylglycinxyli-
did (MEGX) metabolisiert. Beim MEGX-Test wird iiber 2 min
Lidocainhydrochlorid (1 mg/kg KG) i.v. verabreicht. Es er-
folgt die Bestimmung der MEGX-Konzentration im Serum
zu Testbeginn sowie 15 und 30 min nach Lidocaingabe. Werte
unter 10 pg/1 sind mit einer schlechten Prognose verbunden.
Der MEGX-Test findet vor allem zum Monitoring nach Le-
bertransplantation Anwendung. Die prognostische Sensitivit
fiir ein Transplantatversagen betrigt allerdings nur etwa 70 %.

3.7.5 Fibrosemarker

Die histologische Untersuchung des Leberbiopsats ist weiter-
hin die Standarduntersuchung zur Beurteilung des Ausmafles
der fibrotischen Transformation wie auch fiir die indirekte
Aktivitatsbeurteilung der Fibrogenese durch Abschétzung der
entziindlichen Zellinfiltration. Da die Leberbiopsie zeit- und
kostenintensiv sowie mit Risiken fiir den Patienten verbunden
ist, wurde versucht, Surrogatmarker zur nichtinvasiven Dia-
gnose und Verlaufskontrolle der Leberfibrose zu entwickeln.
Hierbei werden entweder Konzentrationen von Produkten des
Kollagenstoftwechsels wie die Propeptide des Typ-I-, Typ-III-
oder Typ-IV-Prokollagens und das Typ-VI-Kollagen oder die
Konzentrationen der Glykoproteine bzw. Glykosaminoglykane
wie Laminin, Undulin oder Hyaluronan im Serum bestimmt.
Alle diese Messungen sind jedoch relativ teuer und haben kei-
nen nennenswerten Eingang in die Routinediagnostik gefun-
den. Vielversprechender erscheinen hier neue sonographische
Methoden wie die transiente Elastographie (FibroScan).

3.8 Diagnostik von Maldigestion
und Malabsorption
H. Witt

Als Maldigestion bezeichnet man eine Stérung der enteralen en-
zymatischen Aufspaltung von Nahrungsbestandteilen zu absorp-
tionsfahigen Molekdilen. Eine Maldigestion ist entweder durch
einen luminalen Mangel an Pankreasenzymen oder Gallensduren
oder durch angeborene Enzymdefekte innerhalb der apikalen
Darmmembran bedingt. Jede Maldigestion flihrt auch zu einer
Malabsorption. Die Malabsorption ist definiert als eine man-

gelnde epitheliale Aufnahme von Nahrungsbestandteilen aus dem
Darmlumen. Diese wird meistens durch einen Verlust resorptiver
Darmoberflache verursacht. Seltener flihren angeborene Defekte
membranstandiger Transporter oder Storungen der intestinalen
Blut- oder Lymphzirkulation zu einer Malabsorption. Sowohl Mal-
digestion als auch Malabsorption kdnnen generalisiert auftreten
oder selektiv auf einzelne Nahrungsbestandteile beschrankt sein.

3.8.1 Xylosebelastungstest

Der Xylosebelastungstest kann bei Verdacht auf eine (Kohlen-
hydrat-)Malabsorption angewendet werden. Das Monosaccha-
rid Xylose wird grofitenteils im proximalen Diinndarm resor-
biert und unverdndert renal ausgeschieden. Eine mangelnde
Xyloseaufnahme ist ein Indikator fiir eine generalisierte Mal-
absorption. Die isolierte Funktionsverminderung von Disac-
charidasen wie z. B. beim hiufigen Laktase- oder dem seltenen
Saccharase-Isomaltase-Mangel wird hierbei nicht erfasst.

Zur Durchfithrung des Xylosebelastungstests werden dem
niichternen Patienten 25 g Xylose mit 300 ml Wasser oral ver-
abreicht. AnschliefSend erfolgt eine photometrische Bestim-
mung der Xylose im Serum 1 und 2 h nach Testbeginn bzw.
beim Urintest aus dem iiber 5 h gesammelten Harn. Der Re-
ferenzbereich liegt fiir den Serumtest bei >21 mg/dlnach 1 h
bzw. >30 mg/dl nach 2 h und fiir den Urintest bei >4 gin 5 h.

Erniedrigte Werte finden sich bei Erkrankungen des Duo-
denums und Jejunums, die mit einer Malabsorption einher-
gehen (z. B. Zoliakie). Eine stark beschleunigte Darmpassage,
eine bakterielle Uberbesiedlung des Diinndarms, eine Nieren-
insuffizienz und unvollstindiges Sammeln bzw. eine mangelnde
Blasenentleerung kénnen falsch-niedrige Werte bedingen.

Die histologische Untersuchung endoskopisch gewonne-
ner Biopsate hat heute den Xylosetest weitgehend verdrangt.
Insbesondere zur Diagnostik der Zoliakie ist der Xylosetest
obsolet und durch histologische Untersuchung und Antikor-
perbestimmung (Gliadin, Endomysium, Gewebetransgluta-
minase) ersetzt worden. Ein normales Testergebnis schlief3t
eine intestinale Malabsorption insofern nur teilweise aus, da
Erkrankungen des Ileums nicht erfasst werden.

3.8.2 Laktosetoleranztest

Indikationen fiir einen Laktosetoleranztest sind der Verdacht
auf eine Laktosemalabsorption und die Differenzialdiagnostik
des Colon irritabile. Mit der Nahrung aufgenommene Laktose
wird an der Biirstensaummembran des Diinndarms zu Glu-
kose und Galaktose gespalten und resorbiert. Bei fehlender
Resorption erfolgt erst im Dickdarm eine Spaltung der Lak-
tose durch Bakterien. Dies bedingt eine osmotische Diarrho
mit Blahungen und Bauchkrampfen.

Zur Durchfithrung des Laktosetoleranztests werden dem
niichternen Patienten 2 g/kg KG (maximal 50 g) Laktose mit
400 ml Wasser oral verabreicht. Es erfolgt eine Bestimmung
der Blutglukose vor Gabe sowie eine halbstiindliche Messung
bis 2 h nach Gabe. Eine weniger belastende Alternative stellt
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der H,-Atemtest dar, bei dem der abgeatmete Wasserstoff ge-
messen wird (» Abschn. 3.1).

Als Referenzbereich wird ein Anstieg der Glukose von
iiber 20 mg/dl im vendsen Blut bzw. von iiber 25 mg/dl im
Kapillarblut und beim Atemtest ein Anstieg der H,-Konzent-
ration in der Atemluft von weniger als 20 ppm innerhalb von
120 min angegeben.

Pathologische Werte finden sich beim sog. erworbenen
Laktasemangel des Adoleszenten bzw. Erwachsenen (adulte
Hypolaktasie), der durch eine genetisch bedingte Riickbildung
der Laktaseaktivitit in der Diinndarmmukosa verursacht wird,
beim seltenen angeborenen primdren Laktasemangel sowie
bei allen Diinndarmerkrankungen, die zu einer generalisier-
ten Malabsorption fithren (Zoliakie, chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen etc.). Eine stark beschleunigte Darmpas-
sage fuhrt zu falsch pathologischen Ergebnissen. Eine deutlich
reduzierte intestinale Bakterienflora (z. B. nach Antibiotikathe-
rapie) verursacht falsch-normale Resultate im Atemtest.

© Da der Atemtest der sensitivste Parameter zur Erfas-
sung einer Laktosemalabsorption ist, sollte er dem
Serumtest vorgezogen werden.

Bei positivem Testergebnis und entsprechender Klinik sollte
ein didtetischer Auslassversuch erfolgen. Eine Bestimmung
der Laktaseaktivitit im Diinndarmbiopsat ist beim sog. erwor-
benen Laktasemangel nicht erforderlich. Die diagnostische
Wertigkeit molekularbiologischer Methoden (Nachweis der
-13910 C>T-Variation im Laktase-Gen: LCT, OMIM 603202)
ist derzeit noch nicht abschliefend geklért, da der Genotyp
nicht immer phanotypischen Symptomen entspricht.

3.8.3 Permeabilitatstests

Bei den sog. Permeabilitétstests wird die Urinausscheidung
oral verabreichter, nicht metabolisierter Testsubstanzen ge-
messen. Sie stellt ein Maf3 fiir die Diffusion dieser Substanzen
durch das intestinale Epithel und somit fiir die intestinale
Permeabilitat dar. Als Testsubstanzen werden vorwiegend
Mono- und Oligosaccharide verwendet wie Saccharose,
Mannitol und Laktulose. Saccharose dient dabei als Marker
fiir die gastroduodenale Permeabilitit, wihrend der Quotient
aus Laktulose / Mannitol (Permeabilitatsindex) die intestinale
Permeabilitat widerspiegelt. Fiir die meisten Tests gibt es keine
alters- und geschlechtsbezogenen Referenzwerte. Zudem sind
die Verfahren nicht standardisiert. Diese Tests finden ihre An-
wendung vornehmlich bei wissenschaftlichen Fragestellungen
und sind in der Routinediagnostik entbehrlich.

3.9 Pankreasfunktionsdiagnostik

H. Witt

Die exokrine Pankreasinsuffizienz ist definiert als funktionelle
Einschrankung der Pankreassekretion mit daraus bedingter Ab-
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nahme des Sekretvolumens wie auch der Konzentration an Bi-
carbonat und Verdauungsenzymen. Folge ist eine Maldigestion
und eine Steatorrh6. Aufgrund der betrachtlichen exokrinen
Reservekapazitdt treten klinische Symptome erst auf, wenn die
Funktion um mehr als 90% der normalen Sekretionsleistung
vermindert ist. Zur Beurteilung der exokrinen Pankreasfunktion
stehen direkte Testverfahren, die die Pankreassekretion (Enzyme
und Bicarbonat) unmittelbar erfassen, und indirekte Verfahren zur
Verfligung, die tiber den Nachweis einer reduzierten Verdauungs-
funktion (Maldigestion) einen Rickschluss auf eine verminderte
Pankreassekretion erlauben. Keines der indirekten Testverfah-
ren ist sensitiv genug, um eine leichte Funktionseinschrankung
sicher zu diagnostizieren. Im klinischen Alltag ist nur die fakale
Elastase 1 von Bedeutung.

Die Untersuchungen zur Pankreasfunktionsdiagnostik sind
in der nachfolgenden » Ubersicht zusammenfassend dar-
gestellt.

Pankreasfunktionsuntersuchungen

= Direkte Tests
— Sekretin-Cholezystokinin-Test
— Lundh-Test
= |ndirekte Tests
— Bestimmung der fakalen Elastase 1
— Bestimmung der fakalen Lipase
— Bestimmung des fakalen Chymotrypsin
— Pankreolauryltest
— Quantitative Stuhlfettbestimmung
— Bestimmung der 3-Carotin-Konzentration
— '3 C-Atemtests

3.9.1 Direkte Pankreasfunktionstests

Sekretin-Cholezystokinin-Test

Sekretin stimuliert das Pankreas zur Sekretion von Bicar-
bonat und Wasser, wihrend Cholezystokinin die Sekretion
von Verdauungsenzymen stimuliert. Bei exokriner Pankre-
asinsuffizienz ist die Stimulierbarkeit erniedrigt, wobei die
Enzymsekretion vor der Bicarbonatsekretion abfillt. Beim
Sekretin-Cholezystokinin-Test werden nach 12-stiindiger
Nahrungskarenz Sekretin und Cholezystokinin (CCK) bzw.
das CCK-Analogon Caerulein i.v. appliziert. Gleichzeitig wird
das Pankreassekret mittels einer Duodenalsonde in mehreren
Fraktionen iiber 1-2 h gesammelt und die Bicarbonat- und
Pankreasenzymkonzentrationen (Amylase, Lipase und Tryp-
sin) gemessen sowie die Sekretionsleistung berechnet. Der
Referenzbereich ist abhdngig vom Labor. Fiir das Kindesalter
existieren keine Normalwerte.

Der Sekretin-CCK-Test gilt als der ,,Goldstandard® der
Pankreasfunktionsdiagnostik. Da er aber nicht standardi-
siert, belastend fiir den Patienten, sehr zeitaufwendig und
somit in hohem Grade unwirtschaftlich ist, wird er kaum
mehr durchgefiihrt. Da eine schwere exokrine Funktions-
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einschriankung auch mit der fikalen Elastase 1 erfasst wird
und ein pathologisches Ergebnis bei leichtem bis méifligem
Funktionsverlust keine wesentlichen therapeutischen Kon-
sequenzen nach sich zieht, ist der Sekretin-CCK-Test im
klinischen Alltag entbehrlich.

Lundh-Test

Grundidee des Lundh-Tests ist es, die Pankreasfunktion durch
physiologische Stimulation mittels einer Testmahlzeit und
nicht durch eine submaximale Stimulation wie beim Sekre-
tin-CCK-Test zu ermitteln. Da fiir den Lundh-Test keine Re-
ferenzwerte existieren und er invasiv (Sekretsammlung iiber
eine Duodenalsonde), zeitaufwendig und nicht standardisiert
ist, gilt er als obsolet.

3.9.2 Indirekte Pankreasfunktionstests

Bestimmung der Elastase-1-Konzentration
im Stuhl

Die pankreatische Elastase 1 wird im Gegensatz zu Chymo-
trypsin wahrend der intestinalen Passage nur wenig gespalten.
Der Referenzbereich liegt bei >200 pg/ g Stuhl (in den ersten
Lebensmonaten niedriger). Normale Werte schlieflen eine
exokrine Insuffizienz nicht aus.

© Durchfallerkrankungen bedingen hiufig falsch-pa-
thologische Ergebnisse. Die diagnostische Spezifitat
ist gering. Die unkritisch angeforderte Bestimmung
fiihrt daher haufig zu kostenintensiven und den
Patienten belastenden Untersuchungen.

Auch die Sensitivitat ist bei leichter und méfliger Insuffizienz
gering und erst bei einem schweren Funktionsverlust gut. Der
Elastase-1-Test ist der Bestimmung der Chymotrypsinaktivitit
im Stuhl beziiglich Sensitivitat und Spezifitdt tiberlegen. Er
erfasst zudem nur das humane Enzym, so dass eine Enzym-
substitution vorher nicht abgesetzt werden muss.

Bestimmung der Chymotrypsinaktivitat
im Stuhl

Die Sensitivitat dieses Tests ist bei leichter und méafliger exo-
kriner Insuffizienz gering und auch bei schwerer Funktions-
einschriankung allenfalls zufriedenstellend. Der Test hat den
geringsten Stellenwert aller Pankreasfunktionstests und sollte
nicht mehr angefordert werden.

Pankreolauryltest in Serum und Urin

Beim Pankreolauryltest werden 0,5 mmol Fluoreszeindilaurat
zusammen mit einem standardisierten Frithstiick verabreicht.
Die Substanz wird durch pankreatische Enzyme im Diinn-
darm gespalten und das frei werdende Fluoreszein resorbiert.
Es erfolgt die photometrische Messung des Fluoreszeins im
Serum oder Urin. Der Urintest wird zwei Tage spater mit un-
verestertem Fluoreszein wiederholt, dessen Urinauscheidung
als Bezugsgrofie dient.

O Abb. 3.6 Fettstuhl

Fiir den Urintest liegt der Referenzbereich bei einem
Quotienten der Fluoreszeinexkretion am Test- und Kontroll-
tag von >30, fiir den Serumtest bei >1,5 pg/ml Fluoreszein
nach 3,5 h. Da sowohl die Spaltung als auch die Absorption
der Testsubstanz erfasst werden, finden sich auch bei Malab-
sorption erniedrigte Werte. Enzympréparate miissen 3 Tage
vorher abgesetzt werden. Trotz seiner begrenzten Sensitivitit
und Spezifitit gilt der Pankreolauryltest gegeniiber der fikalen
Elastase 1 bei geringer und méfliger Pankreasinsuffizienz als
iiberlegen.

Bestimmung der Fettausscheidung im Stuhl

Die Fettausscheidung im Stuhl dient zum Nachweis einer
Steatorrh6 (B Abb.3.6). Es wird Stuhl an 3 aufeinander
folgenden Tagen in jeweils 24-h-Fraktionen gesammelt. Bei
der Messung der Fett-Clearance mit der Bestimmung des
Absorptionskoeffizienten muss die Menge an Nahrungsfett
(Diét mit mindestens 35% Fett) berticksichtigt werden. Die
Bestimmung erfolgt mittels Titrimetrie (Methode nach van
de Kamer) oder ,,near-infrared reflectance analysis“ (NIRA).

Eine pathologische Fettausscheidung (>5 g/ Tag) findet
sich erst bei ausgeprégter Pankreasinsuffizienz. Diarrhd fithrt
zu falsch erh6hten Werten, Sammelfehler und fettarme Kost
zu falsch-negativen Befunden. Die Bestimmung stellt das
einzige valide Verfahren zum Nachweis einer Steatorrhé dar,
wird aber aufgrund der aufwendigen Praanalytik (korrektes
Sammeln eines 72-h-Stuhls) selten durchgefiihrt.



3.10 - Molekulargenetische Diagnostik

Bestimmung der B-Carotin-Konzentration
im Serum

Das p-Carotin im Serum stellt eine Alternative zur Stuhlfett-
bestimmung dar. Die Werte korrelieren reziprok, wenn auch
sehr ungenau, mit der Fettausscheidung im Stuhl. Sensitivitit
und Spezifitat sind begrenzt. Normale Werte schliefSen eine
Steatorrhd nicht aus. f-Carotin ist ein genereller Malassimi-
lationsmarker und sowohl bei Maldigestion als auch bei Mal-
absorption erniedrigt.

Atemtests

Nach oraler Gabe von * C-markierten Substanzen wie '* C-Tri-
olein, die im Darm durch Pankreasenzyme gespalten werden,
wird der prozentuale Anteil von *©-CO, am Gesamt-CO, in der
Atemluft gemessen (> Abschn. 3.1). * C ist ein stabiles Isotop, es
besteht keine Strahlenbelastung. Da die Sensitivitit der derzeit
verfiigbaren Atemtests schlechter ist als die der Elastase 1 im
Stuhl, ist ihr Stellenwert in der Pankreasdiagnostik gering.

3.10 Molekulargenetische Diagnostik

H. Witt

Im Jahre 1854 begann Johann Gregor Mendel (1822-1884) im
Garten des Augustinerklosters zu Briinn seine Kreuzungsexpe-
rimente an der Gartenerbse. Als Mendel 1865 in zwei Vortragen
mit dem Titel,Versuche tber Pflanzen-Hybriden” seine Ergebnisse
darstellte, traf er auf ein wohlwollendes, aber verstandnisloses
Publikum. Erst im Jahre 1900, also 16 Jahre nach Mendels Tod,
entdeckten die Botaniker de Vries, Correns und Tschermak seine
Ergebnisse wieder. Die aus seinen Experimenten abgeleiteten
Mendelschen Regeln bilden bis heute die Grundlagen der Ver-
erbungslehre und machten Mendel zum ,Vater der Genetik”. Im
Jahre 1944 identifizierten Oswald Avery und Mitarbeiter die Des-
oxyribonukleinsdure (,deoxyribonucleic acid’, DNA) als Trdger der
genetischen Information und legten somit den Grundstock fur
die moderne Molekulargenetik. Im Jahre 1953 stellten Watson
und Crick das Doppelhelixmodell der DNA auf. Die Entschlis-
selung des genetischen Codes erfolgte 1961. Zwei technische
Errungenschaften, die beide mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurden, haben die Bedeutung der Molekulargenetik und ihren
Einsatz in der klinischen Diagnostik wesentlich gepragt. 1977
entwarf Frederick Sanger ein Verfahren, das es erlaubte, die Nu-
kleotidsequenz einer DNA mittels chemisch modifizierter Basen
zu ermitteln. Aber erst die von Kary B. Mullis im Jahre 1983 entwi-
ckelte Methode der enzymatischen DNA-Vervielfédltigung mittels
der Polymerasekettenraktion (PCR) ermdglichte es, ausgewahlte
Genabschnitte zu vermehren und damit schnell, zuverldssig und
kostengiinstig zu untersuchen.

3.10.1 Molekulargenetische
Nachweisverfahren

Grundsitzlich bestehen alle molekularen Untersuchungsme-
thoden aus drei Teilschritten:

131

Nukleinsdureisolierung,

Amplifikation,

Nachweis des Produktes z. B. mittels Elektrophorese
oder fluoreszenzmarkierten Hybridisierungssonden.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Damit menschliche Gene auf Verdnderungen (Mutationen)
untersucht werden konnen, muss die entsprechende DNA
in ausreichenden Mengen vorhanden sein. Bei der Polyme-
rasekettenreaktion (PCR) werden ausgewdhlte DNA-Ab-
schnitte in vitro (im Reagenzglas) enzymatisch vervielfiltigt
(amplifiziert). Anfang und Ende des zu amplifizierenden
Abschnitts werden durch komplementire bzw. umgekehrt
komplementire, einzelstringige kleine DNA-Fragmente (Oli-
gonukleotide oder Primer genannt) definiert, die sich an die
5“-Enden der Ziel-DNA anlagern. Durch periodische Tem-
peraturverdnderungen wird die DNA denaturiert und nach
dem Anlagern der Primer (,annealing®) durch eine DNA-
Polymerase verlangert (Extension). Durch Wiederholung der
Zyklen kommt es zu einer exponentiellen Vermehrung der
Zielsequenz.

Restriktionsfragmentlangenpolymorphis-
mus (RFLP)

Restriktionsenzyme sind sequenzspezifische Endonukleasen,
die DNA an genau definierten Stellen erkennen und schnei-
den. Eine Anderung in der DNA-Sequenz kann dazu fithren,
dass eine Erkennungsstelle neu entsteht oder verloren geht
und somit unterschiedlich grof3e Fragmente nach Enzym-
verdau entstehen. Abhéngig von der Zahl der Schnittstellen
entstehen unterschiedliche Fragmentprofile, die als Rest-
riktionsfragmentlangenpolymorphismen bezeichnet wer-
den. Bei elektrophoretischer Auftrennung der entstandenen
DNA-Fragmente zeigt sich ein vom Wildtyp abweichendes
Bandenmuster in Form von zusitzlichen oder fehlenden Ban-
den (B Abb. 3.7a).

Hybridisierungssonden

Bei der Schmelzkurvenanalyse werden die PCR-Produkte
mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden (,hybridisa-
tion probes‘, FRET-Sonden) inkubiert, die sequenzspezifisch
an die DNA binden. Wenn im Bereich der FRET-Sonde eine
Punktmutation vorliegt, schmilzt die Sonde bei niedrigerer
Temperatur vom PCR-Produkt ab, da die Sonde eine Basen-
fehlpaarung im Vergleich zum Wildtyp aufweist. Es entstehen
somit allelspezifische Schmelzkurven (B Abb. 3.7b).

Single-strand conformation polymorphism
(SSCP)

Die SSCP-Analyse dient als Screening-Methode fiir Mutatio-
nen. Hierbei wird gepriift, ob sich thermisch denaturierte PCR-
Produkte (Einzelstrang-DNA) gleicher Herkunft in der Laufge-
schwindigkeit wihrend einer Gelelektrophorese unterscheiden.
So kann ein Basenaustausch, bedingt durch sequenzabhingige
intramolekulare Basenpaarungen, zu einer unterschiedlichen
rdumlichen Konformation des DNA-Fragments fithren. Diese
Konformationsidnderung kann die elektrophoretische Mobili-
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O Abb. 3.7 a-d. Genetische Nachweismethoden eines a,-Antitrypsinmangels. a Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP):
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tat verdndern und somit bei der Gelelektrophorese ein gegen-
iiber dem Wildtyp unterschiedliches Bandenmuster erzeugen
(B Abb. 3.7¢). Allerdings betrigt die Sensitivitit dieser Methode
nur ca. 70 %, so dass zunehmend die direkte DNA-Fluoreszenz-
sequenzierung zum Einsatz kommt.

DNA-Sequenzierung

Mit der DNA-Sequenzierung lassen sich die Basensequenz
eines DNA-Segmentes und darin enthaltene Mutationen
exakt bestimmen. Das PCR-Produkt wird unter Zusatz von
fluoreszensmarkierten Dideoxynukleotiden linear vervielfil-
tigt. Wird anstelle eines normalen Nukleotids ein Dideoxy-
nukleotid eingebaut, bricht die Kettenverldngerung ab, da
diese Nukleotide am 3‘-C-Atom keine Hydroxylgruppe
besitzen und somit eine weitere Verkniipfung mit anderen
Nukleotiden nicht mehr stattfinden kann. Es entstehen Frag-
mente jeder Lange, deren fluoreszensmarkierte endstdndige
Basen und somit die Sequenz mittels elektrophoretischer
Auftrennung und Photodetektion bestimmt werden konnen
(8 Abb. 3.7d).

3.10.2 Probleme
der genetischen Diagnostik

Durch die rasante technische Entwicklung molekulargeneti-
scher Methoden gelang es in den letzten zwei Jahrzehnten, die
auslosenden Gene vieler erblicher Erkrankungen zu identifi-
zieren. Mit steigendem Wissen iiber die genetischen Grundla-
gen dieser Krankheiten war die Hoffnung verkniipft, kiinftig
klinische Diagnosen durch genetisches Testen zu sichern oder
auszuschliefSen.

Leider ist die Zahl der Erberkrankungen, die nur durch
eine bestimmte oder wenige Mutationen bedingt sind,
begrenzt. Beispiele hierfiir sind der a -Antitrypsin-Mangel
oder das Shwachman-Diamond-Syndrom.

© Bei den meisten Erkrankungen ist eine Vielzahl
unterschiedlicher Mutationen beschrieben worden,
welche die Diagnostik erheblich erschweren.

Dies sei am Beispiel des M. Wilson verdeutlicht: In etwa 40 %
aller Chromosomen deutscher Patienten mit M. Wilson findet
sich eine bestimmte ATP7B-Mutation im Exon 14, H1069Q.
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Patienten, die homozygot fiir diese Mutation sind, d. h. die auf
beiden Allelen diese Mutation tragen, lassen sich mit relativ
wenig Aufwand genetisch diagnostizieren. Allerdings sind
nur knapp 20 % der Patienten mit M. Wilson homozygot fiir
H1069Q. Die meisten Patienten sind somit gemischt heterozy-
got, d. h. sie besitzen unterschiedliche Mutationen auf beiden
Allelen. Bislang wurden mehr als 300 ATP7B-Mutationen, die
sich tiber den gesamten kodierenden Bereich des aus 21 Exons
bestehenden Gens erstrecken, beschrieben. Allerdings ist die
pathogenetische Bedeutung vieler dieser beschriebenen Mu-
tationen bis heute unklar, da sie hdufig nur in einer Familie
nachgewiesen worden sind. Nicht selten lassen sich bei Pati-
enten eine oder mehrere genetische Veranderungen finden,
deren Beurteilung (krankheitsverursachend oder harmlose
Variation) derzeit nicht moglich ist. Somit ist die Diagnose
des M. Wilson weiterhin in den meisten Fillen eine klinische
und keine genetische.

Da auch intronische Veranderungen pathogenetisch re-
levant sein kénnen, aber aufgrund der Gengrofle nicht un-
tersucht werden, und groflere Deletionen oder Insertionen
prinzipiell nicht mit PCR-basierten Methoden wie SSCP oder
DNA-Sequenzierung erfasst werden kénnen, lassen sich auch
bei kompletter Sequenzierung des ATP7B-Gens nicht bei al-
len Patienten beide Mutationen oder auch nur eine Mutation
nachweisen. So vermag ein negatives genetisches Testergebnis
einen M. Wilson niemals auszuschlief8en.

Pranataldiagnostik

Die Préinataldiagnostik stellt eine wesentliche Indikation zur
genetischen Diagnostik dar. Die Durchfithrung der Analy-
sen ist allerdings nur dann sinnvoll, wenn bei den Eltern der
Wunsch nach einem weiteren Kind besteht. Eine Prénataldiag-
nostik ist indiziert bei Erkrankungen, die als so schwerwiegend
eingeschitzt werden, dass eine Beendigung der Schwanger-
schaft bei positivem Befund gerechtfertigt ist. Die Vorstellun-
gen Uber den Begriff ,,schwerwiegend” differieren allerdings
bei Arzten wie auch Eltern und Patienten erheblich. Aufgrund
variierender Penetranz (Haufigkeit, in der sich ein genetischer
Defekt im Phéinotyp manifestiert) und/oder Expressivitit
(Grad der phénotypischen Auspragung eines penetranten De-
fekts) ist die Indikation fiir eine Pranataldiagnostik bei vielen
erblichen Erkrankungen wie z. B. dem a,-Antitrypsin-Mangel
oder dem Alagille-Syndrom nicht unumstritten.

Fehlerquellen

© Eine genetische Analytik ist in ihrer Durchfiihrung,
der Befundinterpretation und -libermittlung in
hohem MaBle fehleranfillig.

So zeigte eine Studie zur Qualitét genetischer Diagnostik bei
zystischer Fibrose, dass etwa ein Drittel der Laboratorien, die
an der externen Qualitdtskontrolle teilnahmen, eine oder mehr
von 6 Proben fehlerhaft typisierten. Probenverwechslung, Tipp-
fehler bei der Befundeintragung, fehlerhafte technische Ergeb-
nisse (z. B. Kontamination mit fremder DNA, ungeniigende
Amplifikation in der PCR-Reaktion, unvollstindige Enzym-
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verdauung bei der RFLP-Analyse oder Signalunterdriickung
bei der DNA-Fluoreszenzsequenzierung) sowie eine falsche
technische Interpretation der erhobenen Daten kénnen falsch-
negative oder falsch-positive Befunde bedingen.

Kostenaspekte

Da eine genetische Diagnostik keine vollautomatisierte Ana-
Iytik darstellt, ist sie zeitaufwendig und somit kostenintensiv.
Etlichen Erberkrankungen liegt eine Vielzahl unterschiedli-
cher Mutationen zugrunde, so dass Screeningmethoden wie
die SSCP oder eine DNA-Sequenzierung fiir die genetische
Diagnostik erforderlich sind. Wenn sich das entsprechende
Gen aus zahlreichen Exons zusammensetzt und zudem die
verantwortlichen Mutationen iiber weite Bereiche des Gens
verstreut sind, kénnen sich die Untersuchungskosten auf meh-
rere hundert bis mehrere tausend Euro belaufen.

© Sosollte die Indikation zu einer Genanalyse im
klinischen Alltag streng gestellt werden.

Insbesondere ist zu bedenken, dass in vielen Fallen ein gene-
tischer Befund keine therapeutische oder préventive Konse-
quenz besitzt und somit mehr als ,akademisch® zu bewerten
ist.
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