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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Pathogenese der Zystischen Fibrose (CF)

Die Zystische Fibrose (CF, Mukoviszidose) ist die haufigste autosomal-rezessiv
vererbte Stoffwechselkrankheit der weiBen Rasse. In dieser Bevdlkerungs-
gruppe sind 3-5% Trager des auslésenden Gendefektes. Demnach kommt auf
ca. 2500 Geburten eine Erkrankung [111,72]. Der zugrunde liegende Defekt
des ,Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator -Gens (CFTR) ist in
der Bande 7q31.2 auf dem langen Arm des Chromosoms 7 lokalisiert. CFTR
kodiert ein Glykoprotein, das den transmembranen Chloridaustausch reguliert
[98]. Obwohl prinzipiell alle Kérperzellen betroffen sind, wirkt sich der Defekt vor
allem auf die Zellen exkretorischer Organe aus. Die fehlende oder mangelnde
Ausbildung des Chloridionenkanals fihrt neben einem erhéhten Kochsalzgehalt
des SchweiB3es vor allem zur Bildung z&hfllissiger mukdser Sekrete. Die Verle-
gung der Ausflhrungsgange exokriner Drisen durch den viskésen Mukus
resultiert in Funktionsstérungen und pathomorphologischen Veranderungen des
Respirationstraktes, Gastrointestinaltraktes und des reproduktiven Systems
[111]. Im gesamten Gastrointestinaltrakt wird CFTR auf der apikalen Seite von
Epithelzellen exprimiert. Eine Fehlfunktion &uBert sich hier auBer in abnormer
Sekretion in Absorptionstérungen, in Stérung der Enzymaktivitdt und Hormon-
sekretion sowie der Darmmotilitdt. Da eine kausale Therapie der CF bis heute
nicht moglich ist, basiert die symptomatische Therapie auf der Kompensation
der Funktionsstérung der betroffenen Organe und dem Aufhalten sekundarer
Defizite und Stérungen.

Auspragung und Verlauf der Erkrankung kénnen individuell sehr unterschiedlich
sein, was auf genetische Varianten und eine Vielzahl unterschiedlicher exo-
gener Einflisse zurlckzufihren ist [24]. Obwohl sich bei vielen Patienten be-
reits im frihen Kindesalter schwere Krankheitserscheinungen manifestieren,
erreichen heutzutage die meisten das Erwachsenenalter [18,29]. Flr den Ver-
lauf und die Prognose der Erkrankung sind in erster Linie die pulmonale und die
gastrointestinale Manifestation entscheidend [24,27].
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Die pulmonale Manifestation wird maBgeblich durch die Viskositatszunahme
des Bronchialsekrets und die beeintrachtigte mukoziliare Clearance bestimmt.
Die dadurch ausgeldste Sekretretention flihrt zu einer chronischen Obstruktion
und rezidivierenden Infektionen mit komplexen Entzindungsmechanismen. Der
Krankheitsverlauf ist durch einen progredienten Verlust von funktionstliichtigem
Lungengewebe mit zystisch-fibrotischer Degeneration der Lunge gekennzeich-
net. Die Progression dieser Lungendestruktion wird maBgeblich beeinflusst von
der schon frih einsetzenden Besiedlung des Respirationstraktes mit pathoge-
nen Bakterien als Ausléser fur akute und chronisch-rezidivierende Infektions-
prozesse [77,19,46]. Eine der wichtigsten Therapiesaulen stellt daher der frih-
zeitige und gezielte Einsatz von Antibiotika dar. Durch aggressive und hochdo-
sierte Antibiotikaregimes kdnnen heute viele bakterielle Erreger erfolgreich
eradiziert oder chronische Infektionsverlaufe Gber Jahre hinausgezdgert wer-
den, was mit dazu beigetragen hat, dass die Lebenserwartung von CF-Patien-
ten heute bereits bei durchschnittlich 36J. liegt [107].

Hochvolumige Fettstihle mit unverdauten Nahrungsresten und fauligem, pene-
trantem Geruch, breiige Durchfélle, Blahungen, Bauchschmerz und ein aufge-
triebenes Abdomen gehéren zu den dominierenden Symptomen der gastro-
intestinalen Manifestation der Mukoviszidose [30,27]. Hier auBert sich der
Gendefekt hauptséchlich an Pankreas, Intestinum und dem hepatobilidren
System. Bei den meisten Patienten bestimmt die exokrine Pankreasinsuffizienz
mit Maldigestion und Gedeihstérung die Auspragung. Nur 15% der Patienten
sind bei Geburt zunéachst noch pankreassuffizient [24,27,30]. Durch die hohe
Viskositat des Pankreassekrets entstehen Obstruktion und Dilatation der intra-
lobuldren Gange mit nachfolgenden Entziindungsreaktionen, progredienter
Fibrose und Destruktion der Drlisenazini [36,27,30]. Mit zunehmender Funkiti-
onseinschrankung des Pankreas nimmt die Konzentration der Verdauungs-
enzyme und die Bikarbonatsekretion ab und sistiert schlieBlich, was sich bei
den meisten Patienten bereits in den ersten Lebensjahren durch schwere Fehl-
verdauung und Gedeihstérung auBert. Therapeutisch erfolgt eine bilanzierte
Enzymsubstitution mit hochpotenten mikroverkapselten, magensaftresistenten
Enzymzubereitungen aus porcinen Bauchspeicheldrisen [27,30]. Durch die so
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verbesserte Nahrstoff-, Vitamin- und Spurenelementaufnahme kann die Ge-
wichtsentwicklung und das Wachstum der Patienten verbessert und die Haufig-
keit von Durchfallen, Blahungen und Bauchschmerzen durch eine verringerte
Stuhlfettausscheidung und besser verdaute Stlhle reduziert werden. Zusatzlich
sind eine hochkalorische Ernadhrung sowie die erganzende Zufuhr von fettls-
lichen Vitaminen erforderlich [30].

Oft lassen sich schon pranatal fortgeschrittene entziindlich-destruktive Veran-
derungen am Pankreas nachweisen, die bereits intrauterin zu einer Fehlver-
dauung des albuminhaltigen Fruchtwassers fihren kénnen. Die Obstruktion des
distalen lleums mit z&hem Mekonium fuhrt zur Hypoplasie des Kolons (Mikro-
kolon) und verursacht den postpartalen Mekoniumileus. Die Kinder kdnnen
schon wéahrend der Schwangerschaft durch Polyhydramnion oder durch die im
intrauterinen Ultraschall sichtbare Dilatation der Darmschlingen auffallen, die
Hinweise auf eine intestinale Obstruktion geben. Nach Geburt setzt das Kind
kein Mekonium ab, erbricht gallig und zeigt eine zunehmende abdominelle
Distension [27].

Auch bei alteren CF-Patienten kénnen schlecht verdaute Stuhlmassen infolge
der CF-Manifestation am Intestinum (abnormer epithelialer Schleim in Dinn-
und Dickdarm, verlangerte oro-coecalen Passagezeit und gestérte Darmmoto-
rik) zur Darmobturation im Bereich des distalen lleum und des Coecum flihren.
Zusatzliche auslésende Faktoren kénnen eine zu geringe Flissigkeitsaufnahme
oder fehlerhaften Enzymeinnahme sein [30]. Dieser als ,distales intestinales
Obstruktions-Syndrom* (DIOS) oder als Mekoniumileus-Aquivalent (MIA) be-
zeichnete Zustand zeigt sich klinisch als akute oder rezidivierend auftretende
stechende Schmerzen im rechten Unterbauch, Obstipation und Blahungen
[18,27]. Etwas haufiger kommt ein DIOS bei Patienten vor, die bereits einen
Mekoniumileus hatten und deshalb operiert wurden [30].

In mehreren Studien konnten sonographisch bei CF-Patienten Darmwandver-
dickungen festgestellt werden: die Darmwande waren bis zu 50% dicker als
bei gesunden Kindern. Die Darmwanddicke zeigte dabei zwar eine Korrelation
zum Alter der Patienten, nicht jedoch zur Dosis der Pankreasenzymsubsitution
[21,48]. Mittels Computertomographie nachgewiesene vorwiegend rechtsseitige
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Kolonwandverdickungen mit einem mittleren Durchmesser der Kolonwande von
6,4 mm bei 10 CF-Patienten mit Bauchschmerzen ohne nachweisbare andere
Ursachen wie chronisch entzindliche Darmerkrankungen oder Darminfektionen
wurden ebenfalls als Hinweis auf eine Darmbeteiligung bei CF gedeutet [87].
Die fibrosierende Kolonopathie stellt eine weitere Manifestation der Zysti-
schen Fibrose im Intestinum dar. Vermehrt wurde sie in den 90er Jahren des
letzten Jahrhunderts im Zusammenhang mit der Einfihrung von hochdosierten
Pankreasenzympraparaten beschrieben. Die klinischen Symptome sind eher
unspezifisch und kdnnen denen eines DIOS oder einer entzliindlichen Darmer-
krankung ahneln [18,27]. Im Darm findet man dabei hochgradige Kolonstriktu-
ren. Histologisch zeigen sich submukdse fibrotische Wandverdickungen mit
Zerstorung der Muskularis und eosinophilen Infiltrationen. Bislang konnte je-
doch kein Zusammenhang dieser Veranderungen zu verschiedenen potentiel-
len Auslésemechanismen wie hoher Enzymgesamtdosis, Enzymkonzentration
der einzelnen Prparate, bestimmter Stoffe im Praparatlberzug (z.B. Eudragit),
Begleitmedikationen (z.B. Laxantien), Menge und Qualitat der Fette in der Nah-
rung, sowie anderen pathologischen Immunmechanismen hergestellt werden
[32,30,18].

In der Leber fuhrt der CFTR-Gendefekt zu einer veranderten viskdsen Zusam-
mensetzung der Gallenfllissigkeit mit nachfolgender Obstruktion der Gallen-
gange. Mit zunehmendem Alter, vor allem beim mannlichen Geschlecht und bei
Pankreasinsuffizienz, kann aufgrund der steigenden Lebenserwartung bei bis
zu 25% der Patienten eine klinisch manifeste Leberbeteiligung auftreten. Bei 1-
5% der Patienten tritt im weiteren Verlauf eine biliare Zirrhose mit Pfort-
aderhochdruck und Oesophagusvarizen auf [102,117]. Die Veranderungen in
Leber und Gallenwegen kdnnen sich durch die unzureichende Bereitstellung
von Gallensauren ebenfalls ungunstig auf Fettverdauung und Energiebilanz
auswirken.

1.2 Clostridium difficile

Clostridium difficile (CD) wurde 1935 erstmals in der Darmflora von Neugebo-

renen isoliert [53]. CD ist ein grampositives, obligat anaerob wachsendes,
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sporenbildendes Stabchenbakterium, das in der Darmflora von Saugetieren und
Menschen sowie in Boden und Abwéassern isoliert werden kann [15]. Die
pathologische Bedeutung von CD wurde erst in den 70er Jahren des vorigen
Jahrhunderts offensichtlich, als CD als Erreger der Pseudomembrandsen Kolitis
(PMC) und als ein Erreger der Antibiotika-assoziierten Diarrhoe (AAD) identifi-
ziert wurde, die in den 60er und 70er Jahren durch den Einsatz von Breitspek-
trum-Antibiotika zu einem bedeutenden klinischen Problem geworden waren
[70,44,60]. Pathogenetisch entscheidend fir die Auslésung einer pseudo-
membrandsen Kolitis durch CD ist die Produktion der Enterotoxine A und B, die
Uber die Induktion einer starken inflammatorischen Reaktion zu einer Schéadi-
gung der Darmmukosa fuhren. Die toxin-kodierenden Gene (fcdA und tcdB)
liegen zusammen mit den Genen von drei weiteren, bislang in ihrer Funktion
noch wenig charakterisierten Toxinen (tcdC, tcdD und tcdE) auf einem gemein-
samen Pathogenitats-Insert (PaLoc). Die Prédsenz von Paloc scheint fir die
Pathogenitat von CD-Stammen entscheidend zu sein, apathogene, nicht toxi-
nogene Stdmme weisen PalLoc nicht auf [20]. Sowohl tcdC und tcdD als auch
Insertionssequenzen cdu-2 und ccd2-3 upstream und downstream von Paloc
scheinen fir die Regulation der Toxinexpression von Bedeutung zu sein [14].
Die CD-assoziierte Diarrhoe ist derzeit die haufigste nosokomial erworbene
gastrointestinale Erkrankung und stellt wegen zunehmendem Schweregrad der
Erkrankung und Rezidivneigung in vielen Kliniken ein bedeutendes Problem dar
[38,39,112,73,74,91]. Nach Studien der letzten Jahre werden 11-33% der Falle
von AAD und 60-75% von Antibiotika-assoziierter Kolitis (AAC) und >90% von
PMC durch CD ausgel6st [60,78].

Die Besiedlungsrate der gesunden Bevdlkerung mit CD ist altersabhangig. So
wird der Besiedlungsstatus von Neugeborenen mit bis zu 67% (bei Kranken-
hausgeburten) angegeben, wobei es sich gewdhnlich um eine asymptomati-
sche Besiedlung handelt [79,16,15]. Bei Kindern unter 2 Jahren betragt die Pra-
valenz der CD-Besiedlung noch bis zu 62%, bei etwas héherer Erkrankungsrate
als bei Neugeborenen. Kinder Uber 2 Jahren zeigen mit einer Pravalenz von 2-
8% ahnliche Besiedlungsraten wie Erwachsene [79,16]. Man vermutet, dass die
Entwicklung der normalen intestinalen Flora im Kleinkindalter einen inhibieren-
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den Effekt auf die CD-Besiedlung aufweist. Flr die geringere Erkrankungshau-
figkeit trotz hoher Besiedlungsrate bei gesunden Neugeborenen werden ver-
schiedene Erklarungsmodelle herangezogen: zum einen wird vermutet, dass
die intestinalen Toxin-Rezeptoren bei Neonaten wegen Unreife der Darm-
enterozyten noch nicht ausgebildet oder aber wegen einer andersartigen Zu-
sammensetzung des Mucus flr die pathogenetisch bedeutsamen Toxine nicht
zuganglich sind [40,97,64]. Ferner scheinen mutterliche Antikérper als auch die
Unreife des kindlichen Immunsystems das Ausbleiben einer Entziindungsreak-
tion zu bedingen. Darlber hinaus werden auch diatetische Einflisse diskutiert
[22,62,75,110,79].

CD wird meist als Schmierinfektion Uiber den oral-fakalen Ubertragungsweg er-
worben [60]. Die Fahigkeit zur Ausbildung von extrem Uberlebensfahigen, ge-
gen Hitze, Desinfektionsmittel und anderen Umweltfaktoren resistenten Sporen
erleichtert die Persistenz des Erregers insbesondere im Krankenhaus. CD ist
einer der bedeutenden nosokomialen Infektionserreger und der Aufenthalt im
Krankenhaus stellt einen wesentlichen Risikofaktor fiir die Aquisition von CD
dar [81]. Normalerweise ist die intakte Mikroflora des Darmes eines gesunden
Erwachsenen relativ resistent gegenlber einer Kolonisation und Infektion mit
CD. Diese sogenannte natirliche ,Kolonisationsresistenz kann jedoch durch
bestimmte Faktoren geschwéacht oder geschadigt werden und so eine CD-In-
fektion bahnen [13].

Ein Hauptrisikofaktor fir die Aquisition von CD und die Expression von CD-To-
xinen ist die Exposition mit Antibiotika (Tabelle 1).

Tabelle 1: Haufigkeit von CD-assoziierter Erkrankung in Zusammenhang mit be-
stimmten Antibiotika [79]

oft

gelegentlich

selten/nie

Clindamycin

Chinolone

parenterale Aminoglycoside

Ampicillin/Amoxycillin

Tetracycline

Bacitracin

Lincomycin

Sulfonamide

Metronidazol

Cephalosporine (2. u. 3. Generation)

Erythromycin

Vancomycin

Chloramphenicol

Trimethoprim
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Ein hohes Erkrankungsrisiko besteht bei Behandlung mit Clindamycin, Ampicil-
lin und Amoxycillin, Lincomycin, sowie Cephalosporinen der 2. und 3. Genera-
tion. Geringer ist das Risiko bei Behandlung mit Chinolonen, Tetracyclin, Sul-
fonamiden, Trimethoprim, Erythromycin und Chloramphenicol [79,60]. Hospita-
lisation, héheres Alter, Immunschwache, Bestrahlung oder Operation des GIT
sowie gastrointestinale Vorerkrankungen und andere Begleiterkrankungen
stellen zusatzliche Risikofaktoren dar [79,60].

Die klinische Manifestation der Erkrankung reicht von milder Gber akute und
protrahierte Diarrhoe bis zur Enterokolitis mit deren schwerster Auspragung, der
pseudomembrandsen Kolitis und weiteren Komplikationen wie toxischem Me-
gakolon, Elektrolytentgleisung und Darmperforation [13] .

Fir die Entwicklung einer CD-assoziierten Erkrankung sind also drei Faktoren
wesentlich: Akquisition eines toxigenen Stammes, Induktion der Toxin-Produk-
tion und Suszeptibilitat fir die CD-Toxine.

1.3 Fragestellung

Patienten mit Cystischer Fibrose (CF) weisen aufgrund einer hohen Kolonisie-
rungsrate, multiplem Antibiotikaeinsatz und vermehrten Krankenhauskontakten
eine Vielzahl an Risikofaktoren fir eine CD-Infektion auf. Gastrointestinale Be-
schwerden wie Bauchschmerzen, Meteorismus, Diarrhoe, Obstipation sind bei
CF-Patienten haufig, wobei sich die Symptome bislang nur unzureichend einer
auslésenden Ursache wie z.B. mangelhafter Pankreasenzymeinstellung zuord-
nen lassen. Viele CF-Patienten weisen Uberdies bislang atiologisch ungeklarte,
vorwiegend submukdse Darmwandverdickungen auf, wie sie typischerweise
auch bei CD-Kolitis auftreten. Ein Grund fir die abdominelle Symptomatik bei
diesen Patienten kann eine CD-assoziierte Infektion sein. Die Haufigkeit von
CD-assoziierten Infektionen bei CF-Patienten wird aber mdglicherweise wegen
der geringen oder atypischen Symptomatik unterschatzt.

Es war Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die klinische Relevanz von CD-Infek-
tionen sowie krankheitsspezifischen Auswirkungen auf den Darm bei CF-Pati-

enten im Rahmen einer zweigeteilten Studie zu analysieren.
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Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

1) Wie hoch ist der Anteil von intestinal mit toxigenen und mit nicht toxigenen
Clostridium-difficile (CD)-Stammen besiedelten sowie von CD-Toxin-positiven
CF-Patienten im Vergleich zu den Ergebnissen friherer, in der Literatur be-
schriebener Studien mit CF-Patienten und im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
(Patienten mit hamatologisch-onkologischen Erkrankungen aus demselben Kii-
nikum)?

2) Sind klinische Symptome und sonographische Darmwandbefunde erkennbar,
die durch eine intestinale CD-Besiedlung bzw. CD-Toxin-Ausscheidung verur-
sacht worden sein kénnten (gastrointestinale Symptome, Darmwandverdickun-
gen, DIOS)? Die Evaluation erfolgte mit Hilfe eines Anamnesebogens bezlglich
gastrointestinaler Beschwerden und Durchfiihrung einer Darmwandsonogra-
phie.

3) Sind Risikofaktoren fir eine Besiedlung mit toxigenen CD-Stammen wie z.B.
eine gestdrte Darmmotilitat (Patienten mit Z.n. Mekoniumileus oder DIOS), An-
tibiotikatherapien oder Hospitalisationen festzustellen?



2 MATERIAL UND METHODEN 9

2 Material und Methoden

Die Daten dieser Untersuchung wurden zwischen Januar 2003 und Mai 2005
erhoben.

Im Rahmen einer Querschnittstudie wurde die Pravalenz von Clostridium diffi-
cile in Stihlen von CF-Patienten im Vergleich zu einer padiatrisch-hdmatologi-
schen Kontrollgruppe der Kinderklinik bestimmt. Die nachfolgende Langs-
schnittstudie diente primar zur Untersuchung von CD-assoziierten Erkrankun-
gen im Zusammenhang mit Antibiotikatherapien.

2.1 Patienten

65 Patienten, die in der Mukoviszidose-Ambulanz der Tubinger Kinderklinik be-
treut wurden, nahmen an der Querschnittstudie teil. Davon waren 30 Patienten
weiblich, 35 mannlich. 19 dieser Patienten nahmen auch an der Verlaufstudie
teil. Die Diagnose "Zystische Fibrose™ war durch mindestens zwei pathologische
SchweiBtests (Pilocarpin-lontophorese nach Gibson und Cooke) mit Werten fir
Chlorid > 60 mmol/l oder anhand des Nachweises zweier CF-Mutationen (Ho-
mozygotie oder Compound-Heterozygotie) gestellt worden.

Als Kontrollgruppe wurden insgesamt 29 péadiatrische Patienten der h&mato-
onkologischen Ambulanz im Uni-Klinikum TUbingen untersucht. Diese Patienten
wiesen ebenfalls die Risikofaktoren ,haufiger Krankenhauskontakt® und ,regel-
maBige Antibiotikatherapie-Zyklen® auf (Tabelle 2).

Tabelle 2: Altersverteilung der CF-Patienten und der Kontrollgruppe in Jahren

Querschnittstudie:

Gruppe Anzahl | G(w/m) | Min Md Max Mean

CF-Patienten | 65 30/35 0,5 9 44 11,0

Kontrollgruppe | 29 16/13 1 7 19 8,5
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L&ngsschnittstudie:

Gruppe Anzahl | G(w/m) | Min Md Max Mean

CF-Patienten | 19 10/9 4 7 19 8,2

(G=Geschlecht, w=weiblich, m=mannlich, Min=Minimum,
Md=Median, Max=Maximum, Mean= Durchschnitt)

2.2 Methoden

2.2.1 Studienablauf

2.2.1.1 Querschnittstudie

Alle Patienten erhielten ein Informations- und Aufklarungsschreiben Gber die
geplante Querschnittserhebung zusammen mit einer Einwilligungserklarung,
einem Stuhlproben-Set' mit genauer Anleitung, einem Symptomfragebogen
(QS) (s. Anhang 6.1 A, D u. E) und einem frankierten Antwort-Briefumschlag.
Das Einverstandnis der Ethik-Kommission lag vor (Votum vom 20.02.2002).
Von allen Patienten wurde eine zu einem vorgegebenen Zeitpunkt eingesandte
Stuhlprobe mikrobiologisch untersucht. Zeitgleich fillte der Patient bzw. ein El-
ternteil einen Symptomfragebogen zu typischen und atypischen gastrointesti-
nalen Symptomen einer CD-Infektion, zur Antibiotikatherapie sowie Kranken-
haus- und Kuraufenthalten aus.

Bei allen CF-Patienten wurde im Studienzeitraum eine Darmwandsonographie
durchgefihrt, um mdgliche Auswirkungen einer CD-Besiedlung auf die Darm-
wanddicke erkennen zu kénnen. Zusatzlich wurden Gewichts- und Lungenfunk-
tionswerte (LSG bzw. BMI und FEV 1) zur orientierenden Einschatzung des
Gesundheitszustandes, sowie anamnestische Daten zur Vorgeschichte hin-
sichtlich Mekoniumileus und DIOS aus den Patientenakten entnommen.

! bestehend aus Stuhlprobenrdéhrchen, Anaerobier-Transport-Medium mit Abstrichtupfer,
Katalysator, Anaerobiose-Indikator, Plastikbeutel und Verschlussclips zur Herstellung
anaerober Atmosphére
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In der Kontrollgruppe wurden nur mikrobiologische Stuhlbefunde und Daten aus
dem dazugehdérenden Fragebogen im Rahmen der Querschnittuntersuchung
erhoben und im Vergleich zu den CF-Patienten ausgewertet. Weitere klinische

Daten wurden nicht erhoben.

2.2.1.2 Langsschnittstudie

Die Patienten der Langsschnittstudie erhielten ein weiteres Informations- und
Aufklarungsschreiben, eine Einwilligungserklarung, vier Stuhlproben-Sets (s.0.),
zwei Symptomfragebdgen (LS-AB u. LS-KO) (s. Anhang 6.1 B, D u. F) und fran-
kierte Antwort-Briefumschlage. Die Stuhlproben wurden von den Patienten
ebenfalls per Post eingesandt.

Bei Verordnung oraler Antibiotika wurden Stuhlbefunde vor, unmittelbar im An-
schluss an und 4 Wochen nach Antibiotikatherapie sowie bei Auftreten von
gastrointestinalen Beschwerden wie Diarrhoe, Schmerzen oder Erbrechen wah-
rend oder innerhalb von 4 Wochen nach Abschluss der Therapie erhoben
(Abbildung 1). Dasselbe Vorgehen wurde bei parenteralen Antibiotikatherapien
sowohl im stationaren wie auch im hauslichen Setting durchgefinhrt.

Abbildung 1: Ablauf der Langsschnittstudie

1. Abschnitt: 2. Abschnitt:
Zeitraum der Antibiotikaeinnahme Kontrollzeitraum
(14 Tage) (4 Wochen ab Ende der Antibiotikatherapie)
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2.2.2 Erhebung der mikrobiologischen Daten

2.2.2.1 Probenentnahme und Transport

FiOr den kulturellen Nachweis von CD ist wegen der besonderen Sauerstoff-
empfindlichkeit des Erregers ein spezielles Vorgehen bei der Probenentnahme
und beim Versand erforderlich [115,80]. Alle an der Studie beteiligten Patienten
wurden in einem Schreiben detailliert zur Durchfihrung der Probenentnahme
und des Transports angeleitet. Anhand eines Probedurchlaufes mit funf Pati-
enten war die Verstandlichkeit und Durchfihrbarkeit fir die Patienten vorab
getestet worden.

In die zu untersuchende Stuhlprobe wurde zunachst ein Abstrichtupfer einge-
taucht und dann in ein flir besonders empfindliche Anaerobier geeignetes

Transportmedium (Cary-Blair-Medium, Culture Swab™

Plus, Becton Dickinson)
verbracht. Die Stuhlprobe selber wurde dann in ein Stuhlréhrchen eingebracht.
Dieses wurde zunachst aufrecht stehend und mit nur lose aufgesetzten Deckel
in einem zugehérigen Plastikbeutel durch einen Verschlussclip (GasPak™-
Pouch, Becton Dickinson) luftdicht verschlossen asserviert. Zeigte der beige-
flugte Anaerobiose-Indikator die Herstellung eines anaeroben Milieus im Plas-
tikbeutel durch den Katalysator an, wurde der Deckel des Stuhlréhrchens von
auBen verschlossen. Danach waren die Stuhlproben versandfertig. Transport-
medien und Stuhlproben wurden bis zum Versand im Kihlschrank aufbewahrt.
Die meisten Proben lagen innerhalb 48-72 Stunden nach Probenentnahme im
mikrobiologischen Labor vor. Die maximale Transportzeit einer untersuchten

Probe betrug 5 Tage (trotzdem konnte hier CD angeziichtet werden).

2.2.2.2 Kultureller Nachweis

Flr den kulturellen Nachweis von CD wurden Stuhlproben sowie Abstrichtupfer
auf vorreduzierten Selektivnahrbéden (Cycloserin-Cefoxitin-Fruktose-Agar,
CCFA) angesetzt und mindestens 48 Stunden in anaerober Atmosphére bei
37°C inkubiert (AnaeroGen™ OXOID, ANO0025A, Anaerobindikatorstreifen
Anaer Indicator bioMérieuxR, Art.-Nr.96 118). Die Rezepturen aller verwende-
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ten Medien befinden sich im Anhang (s. 6.2, Tabelle 15). Zur Erh6hung der
Sensitivitat wurden dabei 6 mikrobiologische Ansatze durchgeflhrt.

1. Ausstrich des Abstrichtupfers auf CCFA

2. Stuhlausstrich auf CCFA

3. Alkohol-Schock-Behandlung® der Stuhlprobe, danach Stuhlausstrich auf
CCFA

4. Inkubation des Abstrichtupfers in Leberbouillon (24h), danach Aussaat auf
CCFA

5. Inkubation der Stuhlprobe in Leberbouillon (24h), danach Aussaat auf CCFA
6. Inkubation der Stuhlprobe in CD-Bouillon (24h), danach Aussaat auf CCFA
Als Kontrollstamm fir die Medien und Inkubationsbedingungen wurde bei jedem
neuen Ansatz Clostridium difficile (ATCC 9689) in den oben beschriebenen An-
satzen mitgeflhrt.

CD-verdachtige Kolonien wurden in Subkulturen parallel auf Hirn-Herz-
Agarplatten (BHI) als nicht selektive Medien sowie auf CCFA abgeimpft. Nach
Gewinnung einer Reinkultur erfolgte die weitere Differenzierung.

2.2.2.3 Identifizierung von Clostridium difficile

Clostridium difficile wurde anhand der folgenden Kriterien identifiziert:
- Koloniemorphologie:

4-6 mm groBe, flache bis leicht vorgewdlbte, milchglasartige Kolonien mit ge-
lapptem oder ausgefranstem Rand, auf CCFA durch Fruktosespaltung und Indi-
katorumschlag blassgelb geféarbt

- Geruch:

typischer ,pferdestallartiger Geruch

- Gram-Préparat:

Grampositives ovales Stabchenbakterium z.T. mit subterminaler oder terminaler
Sporenbildung

2 Alkohol-Schock-Behandlung: Stuhlprobe wird mit gleichen Teilen 96%igen Ethanols vermischt
und nach 1 Stunde auf Platte abgeimpft
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- obligat anaerobes Wachstum:

in parallelen Subkulturen auf CCFA und BHI aerob, anaerob und mikroaerophil
mit erhdhter CO2-Spannung (GENbox CO2, bioMérieuxR, Art.-Nr. 96 126) nur
Wachstum in anaerobem Milieu

- Prolin-Aminopeptidase:

In 20ul steriler physiologischer NaCl-L6sung wurde eine dichte, milchig tribe
Bakteriensuspension erstellt und eine Enzymtablette (Proline Aminopeptidase
DIATABSTM ROSCO Art.-Nr.46921) zugegeben. Nach Inkubation Gber Nacht
bei 37°C und Zugabe von Aminopeptidase Reagenz (ROSCO Art.-Nr.92131)
zeigte eine Gelbfarbung den positiven Nachweis von L-Proline-Aminopeptidase
an, der charakteristisch fur CD ist [41,108].

- Nachweis akkumulierter Fettsduren durch Gaschromatographie (GC):

CD-verdachtigen Kolonien wurden 4-7 Tage in einer CMC-Bouillon kultiviert.
Danach wurden die Fettsduren extrahiert und flr die GC-Analyse derivatisiert.
Je 1ml der Bouillonkultur wurden dafir in Glasréhrchen mit 0.4g NaCl, 200 pl
H2S04, 1000 ul Ather vorsichtig vermengt, anschlieBend 1 Minute mit 900 Upm
zentrifugiert und der Atheriiberstand fiir die GC-Analyse entnommen (GC-17A,
Shimadzu). Die Identifizierung einer Fettsdure erfolgte Uber den Vergleich mit
den Retentionszeiten eines Standardgemisches von definierten Fettsauren,
wobei gleiche Retentionszeit die Identitat einer Verbindung belegt. Das CD-
spezifische Fettsdureprofil weist als Hauptprodukte Essig- (A), Butter- (B) und
iso-Capronséaure (iC) neben geringeren Anteilen an Propion- (P), iso-Butter-
(iB), iso-Valerian- (iV) und Valeriansaure (V) auf (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Fettsdureprofil von Clostridium difficile
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Alle als CD identifizierten Stdmme wurden in 1,5 ml Hirn-Herz-Glycerin-Bouillon
bei -20°C eingefroren und bei Bedarf auf BHI rekultiviert.

2.2.2.4 Toxinnachweis

Alle Stuhlproben sowie alle isolierten CD-Stamme wurden auf die Prasenz bzw.
Expression von Toxin A und Toxin B gepruft durch Einsatz eines kommerziellen
Enzymimmunoassys (RIDASCREEN Clostridium difficile Toxin A/B, r-biopharm,
Art.-Nr. C 0801). Der Testkit wurde nach Vorschrift des Herstellers abgearbei-
tet. FUr diesen Kit wird eine Sensitivitdt und Spezifitdt im Nachweis der Toxine
in Stuhlproben von jeweils Gber 94% angegeben [92].
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2.2.2.5 Molekularbiologischer Nachweis von tcdB

Je 200ul der Stuhlproben wurden mit je 1 ml Aqua destillata vermischt und bis
zur Durchfuhrung der PCR bei -80°C eingefroren. Da sich im Laufe der Studie
zeigte, dass diese Proben fast ausnahmslos PCR-Inhibitoren aufwiesen, wurde
im folgenden 1ml Material aus der Vorkultur in CD-Bouillon (Ansatz 6; Stuhl-
kultur) fur die PCR-Analyse eingesetzt. Daneben wurden alle CD-Isolate in Le-
berbouillon subkultiviert (Isolatkultur) und je 1ml der gut bewachsenen Kulturen
in die PCR-Analyse eingesetzt. Fir die PCR-Analyse wurde ein semi-nested-
PCR-Verfahren eingesetzt, das die Toxin-B kodierenden Genregionen als Ziel-
sequenz verwendet [4].

2.2.2.5.1 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion der Stuhl- und Isolatkulturen erfolgte mit kommerziellen
Extraktionssystemen (Qiamp DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden). Das Kulturmaterial
wurde 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert, das Pellet fur die Zelllyse in 200ul
ATL-Puffer und 20pl Proteinase K resuspendiert und 15 Minuten bei 56 °C inku-
biert. Nach Zugabe von 200ul AL-Puffer wurde das Gemisch 10 Minuten bei
70°C erhitzt und danach mit 200ul Ethanol vermischt. Insgesamt 630ul Reakii-
onsgemisch wurde auf eine Spinsaule gegeben und 1 Minute bei 8.000 rpm
zentrifugiert. Nach zweimaligem Spulen der Saule mit je 500ul AW-1 und AW-2
Puffer, wurde die DNA durch zweimaliges Auftragen von 100ul AE-Puffer auf
die S&ule und Zentrifugation bei 8.000 rpm fir je 1 Minute eluiert.

22252 PCR

In der ersten PCR-Runde wurde dem Reaktionsansatz (Reagenzienbezug
siehe Anhang 6.2, Tabelle 16) jeweils 2,5ul der extrahierten Proben-DNA zuge-
setzt. Bei jedem Analyselauf wurde sowohl eine Negativ-Kontrolle (Aqua dest.)
als auch eine Positivkontrolle (extrahierte DNA aus Clostridium difficile ATCC
9689) mitgefuhrt. Jede Probe wurde dartber hinaus in einem zweiten Ansatz



2 MATERIAL UND METHODEN 17

unter Zugabe von 1,0ul Kontroll-DNA auf Préasenz von PCR-Inhibitoren getestet

(Inhibitionskontrolle).

Ansatz erste Runde :

Primer 1 CDTB1 5GTG GCC CTG AG CAT ATG 3’ 0,2ul
Primer2 C DTB3 5°GCT TCT TCAATC CTT TCC TC 3’ 0,2ul
Taq 0,5ul
dNTP 1,0ul
PCR-Puffer 2,5ul
MgCl, 2,5ul
Aqua dest. 15,6pl

Die erste PCR-Runde begann mit einer 2minttigen Denaturierung bei 94°C,
gefolgt von einem 30maligen Zyklus von 45°bei 94°C, 45°bei 45°C, 75°bei 72°C
und endete mit einer Smindtigen Extension bei 72°C. In der zweiten Runde
wurden dem Ansatz 0,5ul des PCR-Produktes aus der ersten Runde zugesetzt.
Die zweite PCR-Runde begann mit einer 2minttigen Denaturierung bei 94°C,
gefolgt von einem 30maligen Zyklus von 45°bei 94°C, 45°bei 52°C, 30 bei 72°C
und endete mit einer 5Smindtigen Extension bei 72°C. Beide PCRs wurden auf

einem T3 Thermocycler (Biometra) durchgefihrt.

Ansatz zweite Runde :

Primer 1 CDTB1 5GTG GCC CTG AG CAT ATG 3 0,2ul
Primer2 C DTB2 5 TCC TCT CTC TGA ACT TCT TGC 3 0,2ul
Taq 0,5ul
dNTP 1,0ul
PCR-Puffer 2,54l
MgClz 2,5ul
Aqua dest. 24,5l

Erwartet wurde ein PCR-Produkt von 322bp, das Uber Gelelektrophorese in

1,5%igem Agarosegel dargestellt wurde.
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2.2.3 Erhebung der klinischen Daten

2.2.3.1 Fragebogen zur Querschnittstudie

Jeder Patient flillte zum Zeitpunkt der Stuhlprobenuntersuchung einen Frage-
bogen (QS) (s. Anhang 6.1 E) aus. In diesem wurden Fragen zur aktuellen
Antibiotikatherapie sowie zu Krankenhaus- oder Rehaaufenthalten der letzten
zwei Jahre gestellt, um die zwei Hauptrisikofaktoren fiir eine mégliche Clostri-
dium-difficile-Infektion zu erfassen. Des Weiteren wurde in semiquantitativer
Abfrage nach typischen und atypischen Symptomen einer CD-Kolitis wie
Durchfall, Verstopfung, Erbrechen, Bauchschmerzen, Blahungen, Ubelkeit,
usw. gefragt, sowie auch individuelle Angaben des Patienten Uber bestehende
Beschwerden berticksichtigt.

Da die Stuhlbeschaffenheit von CF-Patienten sehr variiert (einige Patienten
weisen immer ,durchfalligen“ Stuhl auf), wurde das Symptom ,Durchfall“ de-
taillierter abgefragt. Hier wurden z.B. weitere Angaben zur individuellen, nor-
malen Stuhlbeschaffenheit verlangt, um ggf. CD-assoziierte Stuhlveranderun-
gen unterscheiden zu kénnen.

Aus den Angaben der Patienten Gber gastrointestinale Beschwerden zum Zeit-
punkt der Stuhluntersuchung wurde ein gastrointestinaler Score (Gl-Score) von
0-3 erstellt. Darin wurden zusammengefasst:

1. Stuhlauffélligkeiten (Durchfall/Verstopfung)

2. Erbrechen

3. andere Beschwerden (Ubelkeit, Bauchschmerzen, Blahungen)

Patienten ohne Beschwerden bekamen einen Gl-Score von 0, Patienten mit
Beschwerden aus einer der drei Gruppen wurden als Gl-Score 1, Patienten mit
Beschwerden aus zwei Gruppen als Gl-Score 2 und Patienten mit Beschwer-
den aus allen drei Gruppen als Gl-Score 3 klassifiziert.

2.2.3.2 Fragebogen zur Langsschnittstudie

Ziel der Langsschnittstudie war es, Zusammenhange zwischen Antibiotika-
therapie, CD-Besiedlung sowie CD-Toxinexpression und Gastrointestinalen Be-
schwerden zu erfassen. Daflir sollten Patienten im Beobachtungszeitraum tag-

lich bestimmte Parameter auf zwei verschiedenen Fragebégen (LS-AB und LS-
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KO)(s. Anhang 6.1 F) dokumentieren. Der Fragebogen LS-AB diente zur Erfas-
sung der Antibiotikatherapie und enthielt Angaben zur Stuhlbeschaffenheit und
Stuhlh&ufigkeit, sowie dem Auftreten von gastrointestinalen Beschwerden. Der
Fragebogen LS-KO erfasste gastrointestinale Symptome wéhrend des Kontroll-

zeitraumes.

2.2.3.3 Klinische Parameter

Zur orientierenden Einschatzung des Ernahrungszustandes (EZ) und der Lun-
genfunktion wurden verschiedene klinische Parameter, die innerhalb eines Jah-
res vor oder nach Studienbeginn wéahrend eines Ambulanzbesuches erhoben
worden waren, den Patientenakien entnommen. Dartiber hinaus wurden ana-
mnestisch das Auftreten eines Mekoniumileus sowie ein ,Distales Intestinales
Obstruktionssyndrom*® (DIOS) erfasst.

Ernahrungszustand (EZ)

Zur Beurteilung des EZ eines Patienten wurden fur Patienten unter 18 Jahren
das Langen-Soll-Gewicht (LSG) nach Reinken [94] und flr altere Patienten der
Body-Mass-Index (BMI) herangezogen. Der Wert fir einen guten EZ liegt beim
LSG bei = 95% und beim BMI bei = 19. Werte unterhalb dieser Grenze deuten
auf einen weniger optimalen Erndhrungszustand hin.

EZ LSG BMI
Ist-Gewicht x 100% / Soll-Gewicht | Ist-Gewicht in kg / (Kérperlange in m)?

Guter EZ/ > 95% >19
Normalgewicht
Untergewicht/ |<95% <19

Malnutrition
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Forciertes Exspiratorisches Volumen

Das ,Forcierte Exspiratorische Volumen® (FEV 1), auch Einsekundenkapazitat
genannt, beschreibt das Gasvolumen, das nach maximaler Inspiration bei
forcierter Ausatmung in einer Sekunde maximal ausgeatmet werden kann. Sein
Wert ist ein aussageféhiger Parameter fir die Beurteilung der Lungenfunktion
und damit des Gesundheitszustandes des Patienten.

Lungenfunktion | FEV 1

Normal >70%

Eingeschrankt |<70%

2.2.4 Erhebung der sonographischen Messdaten

Bei 59 der 65 CF-Patienten wurde im Untersuchungszeitraum eine Abdomen-
sonographie zur Ermittlung der Darmwanddicke durchgefihrt.

Alle sonographischen Darmwanddickenmessungen wurden von PD Dr. Haber
mit einem 7- MHz-Linearschallkopf (ACUSON 128, Mountain View, California,
USA) durchgefihrt.

Die Schallkopfeinstellung wurde folgendermafBen modifiziert: Bildtiefe (je nach
Dicke der Bauchdecke 30-40 mm), Graustufen-Dynamikumfang (65-70 dB),
Fokusanzahl (je nach Bildtiefe: 5 bei Bildtiefe 30 mm und 6 bei Bildtiefe 40 mm),
Persistance-Einstellung (Bildwiederholungsfrequenz) mit Stufe 3.

2.2.4.1 Untersuchungsablauf
Die sonographische Untersuchung erfolgte in Rickenlage des Patienten.

Zuerst wurden die Oberbauchorgane sowie die OberbauchgefaBe so-
nographiert, um eine mogliche Fehllage des Darmes aufgrund eines Situs in-
versus abdominalis auszuschlieBen und um Hinweise auf eine etwaige Malrota-
tion und damit atypische Darmlage zu erhalten. Die Darmsegmente wurden
aufgrund ihrer typischen anatomischen Lage, sowie spezifischer Merkmale wie
Kaliber, Lumeninhalt, Haustrierung und Peristaltik identifiziert und in folgender

Reihenfolge aufgesucht:
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1. Terminales lleum: Aufsuchen im rechten Unterbauch als ein peristaltikarmer,

wenig geflllter Darmabschnitt. Die Messung der Wanddicke erfolgte in Héhe
der Uberkreuzung Uber die lliacalgefaBe.

2. Durch Verfolgen des terminalen lleums nach craniolateral lassen sich lleo-
coecalklappe und das Coecum identifizieren. Die Messung der Wanddicke er-
folgte aboral der Bauhin’schen Klappe

3. Das Colon ascendens wurde vom Coecum ausgehend im rechten mittleren

Quadranten aufgesucht. Es stellt sich, wie auch die anderen Kolonabschnitte,
als ein relativ groBlumiger Darmabschnitt dar, der keine peristaltische Aktivitat
aufweist und haufig mit gasdurchsetztem Stuhl angefllt ist. In transversaler
Schnittebene zeigt das proximale Colon ascendens die ventral verlaufende
Taenia libera und in sagittaler Schnittebene die fiir das Kolon typische Haustrie-

rung.

4. Das Colon transversum wurde im rechten oberen Quadranten an der Leber-

unterkante dargestellt. Die Messung der Wanddicke erfolgte etwa in H6he der
Medioclavikularlinie.

5. Das Colon descendens wurde im linken Mitteloauch aufgesucht. Die Mes-

sung der Wanddicke erfolgte aboral der linken Kolonflexur.

6. Das Jejunum wurde durch seine meist lebhafte Darmperistaltik und gas-
haltige Flllung im linken Mittelbauch identifiziert.

2.2.4.2 Sonographische Messung der Darmwanddicke

Die Messung der Darmwanddicke erfolgte auf der Grundlage der von M.B.
Kimmey et al. [63] identifizierten Darmwandschichten. Diese hatten 1989 Unter-
suchungen Uber die Zuordnung der Sonomorphologie zu den einzelnen histolo-
gischen Schichten der Darmwand durchgefiihrt. |hre Ergebnisse zeigten, dass
die sonographische Darstellung der Darmwand einen flnfschichtigen Wandauf-
bau mit Zonen unterschiedlicher Echogenitat aufweist. Auf das Lumen folgt als
erste Schicht die echogene Grenzschicht zwischen Darmlumen und der Ober-
flache der Tunica mucosa. Die folgende anliegende echoarme Schicht ent-
spricht der Tunica mucosa, daraufhin lassen sich die echogene Tela submu-

cosa und die wiederum echoarme Tunica muscularis darstellen. Die aufBerste
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Schicht ist die echoreiche Tunica serosa mit dem subserésen Fettgewebe, die
jedoch héaufig nicht von den angrenzenden echogenen Strukturen abzugrenzen
ist [52].

Die Darmwanddicke wird angegeben als die Summe der Dicke der Tunica mu-
cosa, der Tela submucosa und der Tunica muscularis. (Die Tunica serosa wird
aufgrund ihrer schlechten Abgrenzbarkeit von anderen angrenzenden Struktu-
ren nicht mitgemessen.)

Der Wert der Darmwanddicke wurde mit dem elektronischen Kalipermess-
system auf dem Monitor abgegriffen und als Messwert mit einer Genauigkeit
von 0,1 mm notiert.

Um falsch-pathologische Darmwandverdickungen auszuschlieBen, wurden
kontrahierte Darmabschnitte nicht ausgemessen.

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mithilfe statistischer Methoden
(s. 2.3.1). Als ,normale Darmwanddicke” galten Messwerte, die innerhalb * 2
Standardabweichungen (SD) vom Mittelwert lagen, als ,verdickt®, wenn sie 2
SD Uber dem Mittelwert lagen.

2.3 Statistische Methoden und Auswertung

2.3.1 Querschnittstudie

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistik-Softwarepro-
gramm JMP (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Die Vergleichbarkeit der Altersstruktur der beiden Gruppen (CF-Patienten,
Kontrollgruppe) wurde mit dem Wilcoxon-Test Uberprift.

Um den Einfluss des Alters und des Geschlechtes auf die Haufigkeit eines CD-
Nachweises zu untersuchen, wurde eine multiple logistische Regression [65]
berechnet. Zur Beurteilung der Signifikanz wurde der Wald-Test verwendet. Da
das Geschlecht keinen signifikanten Einfluss auf den CD-Nachweis zeigte, kam
eine einfache logistische Regression zur Anwendung, mit der die Abhangig-
keit des Alters zum CD-Nachweis untersucht wurde.
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Far den Vergleich von zwei Haufigkeiten wurde Fishers exakter Test fir eine
zweiseitige Alternative verwendet. Damit wurden neben dem Vergleich der CD-
Pravalenz von CF-Patienten und Kontrollgruppe folgende Parameter im Hinblick
auf mégliche Zusammenhange auf die Nachweisbarkeit von CD Uberprift: Ge-
wicht und Lungenfunktion (FEV1) der Patienten, Einfluss von Krankenhaus-
bzw. Rehaaufenthalten, Antibiotikumeinnahme, DIOS und/oder Mekoniumileus
in der Anamnese, das Auftreten von gastrointestinalen Beschwerden und der
Nachweis verdickter Darmwande.

Fir Kontingenztafelanalysen wurde der Test nach Pearson verwendet. Da-
mit wurden die oben bereits erwdhnten Parameter (Gewicht, Lungenfunktion
usw.) im Hinblick auf die Toxinexpression bewertet. Aufgrund der kleinen Pati-
entenzahlen gab es z.T. Ergebnisse, die in mindestens 20% auf einem Erwar-
tungswert < 5 beruhten. In diesen Fallen ist die Schlussfolgerung bezlglich der
Pearson-Statistik unsicher. Samtliche Testergebnisse wurden bis zu einem
Signifikanzniveau von p= 0,05 als statistisch signifikant bezeichnet.

Das Verhéltnis zwischen Alter der CF-Patienten (in Jahren) und Darmwand-
dicke (in mm) wurde mit der nicht-linearen Regressionsanalyse unter Ver-
wendung der Gleichung

Wanddicke (mm) = " A—A©)

+ e—b(Alter -T)

+ A(0)

untersucht. Dabei haben die Parameter folgende Bedeutung:

A Darmwanddicke (in mm) der Probanden im Erwachsenenalter
(Asymptote der Regressionskurve)

A(0) Darmwanddicke (in mm) der Probanden zum Zeitpunkt der Geburt

T Lebensalter (in Jahren) der Probanden, an dem 50% der bis zum
Erwachsenenalter zu erwartenden Dickenzunahme (entspricht der
Differenz zwischen A und A(0) erreicht sind (Wendepunkt der Regres-
sionskurve)

b Steigungsparameter der Regressionskurve am Wendepunkt.

Mit der Gleichung wird eine Wachstumskurve mit einer stetigen Zunahme der
Darmwanddicke vom Wert A(0) (zum Zeitpunkt der Geburt) bis zum Wert A

(Maximalwert im Erwachsenenalter) beschrieben. Die Angabe der Parameter
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der Regressionsgleichung (s. Anhang 6.3, Tabelle 17), die den Zusammenhang
zwischen der Darmwanddicke der verschiedenen Darmwandabschnitte und
dem Alter der Probanden in der Regressionsanalyse beschreibt, folgt der Auf-
stellung bei Haber [52]. Messwerte der Darmwanddicke, die mehr als zwei
Standardabweichungen Gber dem Mittelwert lagen, wurden als ,pathologische
Darmwanddicke® bezeichnet.

Die statistische Auswertung erfolgte durch Herrn Prof. Dr. Klaus Dietz (Direktor
des Institutes flr Medizinische Biometrie der Universitat Ttbingen).

2.3.2 Langsschnittstudie

Aufgrund der geringen Fallzahl wurde hier auf eine statistische Auswertung ver-
zichtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Klassifizierung der mikrobiologischen Befunde

Isolierte CD-Stamme wurden durch den Toxinnachweis mittels EIA aus Stuhl
und Kultur und des PCR-Ergebnisses in verschiedene Gruppen eingeteilt
(Abbildung 3).

Isolierte CD-Stdamme wurden in toxigene“ (toxCD) und ,nicht toxi-
gene“(n.toxCD) Stamme klassifiziert. Toxigene Stdmme zeichneten sich durch
die Nachweisbarkeit von Toxin A/B (EIA aus Stuhlprobe bzw. Kultur) und/oder
den Nachweis toxinkodierender Gene (PCR) aus. Toxigene CD-Stamme mit In-
vivo-Toxinexpression (Toxinnachweis im Stuhl) wurden als toxCDyqy, bezeich-

net, toxigene CD-Stamme ohne In-vivo-Toxinexpression entsprechend als
tOXCDTox_.

5 CD-Isolate lieBen sich nach dem Einfrieren nicht wieder anziichten, sodass
kein Kultur-EIA und keine Toxingen-PCR mdglich war. Da bei diesen Patienten
kein Toxin im Stuhl nachweisbar war, wurden diese Stdmme als nicht klassifi-
zierbar eingestuft (n.klassCD).

Wurde bei einem Patienten zwar Toxin im Stuhl nachgewiesen, jedoch kein CD
angezichtet, wurde das als Nachweis von toxCDyqx, mit einer Keimzahl un-

terhalb der kulturellen Nachweisgrenze gewertet. Die Befundkombination von
Toxinnachweis im Stuhl und kultureller Nachweis eines nicht toxigenen Stam-
mes wurde als Mischbesiedelung durch toxigene Stdmme (unterhalb der kultu-
rellen Nachweisgrenze) und nicht toxigene Stamme bewertet und in die Gruppe
toxCDyox, aufgenommen.
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Abbildung 3 : Identifizierungs- und Klassifizierungsalgorithmus

Stuhlprobe

toxCD n.toxCD

toxCD1oxs tOXCDroy.

3.2 CD-Pravalenz bei CF-Patienten und Kontrollgruppe

Ziel war es, die Haufigkeit einer CD-Besiedlung sowie Toxinnachweis bei CF-
Patienten der Tibinger Kinderklinik im Gegensatz zu einem Vergleichskollektiv
(Patienten der ha@mato-onkologischen Ambulanz der Kinderklinik) zu bestim-
men. Die beiden Gruppen waren sowohl hinsichtlich der Altersstruktur als auch
des Geschlechts vergleichbar (p=0,214 bzw. p=0,531; s.a. Anhang 6.4
Abbildung 14 u. Abbildung 15). Die CD-Pravalenz im Stuhl war bei CF-Patien-
ten mit 63% hoch signifikant haufiger als in der Kontrollgruppe mit 7%
(p<0,0001). Daneben zeigte sich, das in der Kontrollgruppe ausschlieBlich nicht
toxigene Stamme nachweisbar waren, wahrend bei den CF-Patienten mit 73%
toxigene Stamme dominierten (Tabelle 3a und b).
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Tabelle 3a: CD-Pravalenz im Stuhl

CF-Patienten | Kontrollgruppe
Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil
@ CD 24 37% 27 93%
CD+ 41 63% 2 7%
Summe | 65 |100% 29 100%

Tabelle 3b: Klassifizerung der CD-Isolate

CF-Patienten | Kontrollgruppe

Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil
n.toxCD 6 9% 2 7%
toxCDoy. 22 34% 0 0%
toxXCDrox+ 8 12% 0 0%
n.klassCD 5 8% 0 0%

Abbildung 4: CD-Pravalenz bei CF-Patienten und Kontrollgruppe

CF-Patienten Kontroll-
gruppe

3.3 Mdgliche Beziehungen ausgewahlter Parameter zu CD-Besied-
lung und Toxinexpression bei CF-Patienten

Um die in Tabelle 3a und b dargestellten Ergebnisse der CF-Patienten auf még-
liche Beziehungen zu verschiedenen Parametern untersuchen zu kénnen, wur-
den die ermittelten CD-Nachweis-Werte in Ubergruppen zusammengefasst.
Dabei wurden jeweils der CD-Nachweis und die Toxinexpression im Verhaltnis
zu den Analyseparametern dargestellt.
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a) Kriterium: CD-Nachweis

Kategorie Anzahl | Untergruppen | Anzahl
@CD |kein CD-Nachweis| 24 | CD 24
CD+ |CD- Nachweis 41 |n.toxCD 6
toXCDoy- 22
toXCDoy. 8
n.klassCD 5
b) Kriterium: Toxinexpression
Kategorie Anzahl| Untergruppen |Anzahl
T0 Toxinexpression ausgeschlos- 30 |¥CD 24
sen n.toxCD 6
T1 Toxinexpression méglich 27 |toxCDrqy- 22
n.klassCD 5
T2 Toxin nachgewiesen 8 [toXCDoxs 8

In der Gruppe T1 wurden diejenigen Patienten zusammengefasst, bei denen

prinzipiell die Mdglichkeit einer Toxinproduktion gegeben war. Dazu zahlten

Trager von toxigenen Stdmmen ohne den Nachweis einer In-vivo-Toxinexpres-

sion sowie Patienten mit nicht klassifizierbaren CD-Stammen.

3.3.1 Alter

Die Wahrscheinlichkeit einer CD-Besiedlung nahm mit zunehmendem Lebens-
alter signifikant ab (p=0,022)(Abbildung 5). Der Anteil CD-besiedelter Patienten
lag in den ersten drei Lebensjahren zwischen 80 und 90% und reduzierte sich

ab dem 15.Lebensjahr auf unter 35%.
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Abbildung 5: Altersabhéngigkeit der CD-Besiedlung bei CF-Patienten

100

804

CD-Nachweis (%)
Py
T

N
<

20

10
Alter (Jahre)

3.3.2 Geschlecht

Die CD-Pravalenz war bei Madchen etwas hdéher als bei Jungen, jedoch ohne
statistische Signifikanz (p=0,531) (Abbildung 6).

Abbildung 6: Geschlechtsabhangigkeit der CD-Besiedlung bei CF-Patienten
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3.3.3 Erndhrungszustand (EZ)

Zur Beurteilung des EZ als einem Index fir den Gesundheitszustand der CF-

Patienten wurden die Parameter Langen-Soll-Gewicht (LSG) und Body-Mass-

Index (BMI) den Patientenakten entnommen. Es zeigte sich kein statistisch

signifikanter Zusammenhang zwischen dem Ernahrungszustand der Patienten

und der CD-Pravalenz bzw. der Toxinexpression (p=0,431 bzw. p=0,119)
(Tabelle 4a und b; Abbildung 7a und b).

Tabelle 4a: Erndhrungszustand und CD-Nachweis

@ CD CD+ Summe
Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl
Normalgewicht 13 33% 27 67% 40
Tendenz Untergewicht 11 44% 14 56% 25
Summe 24 41 65
Tabelle 4b: Erndhrungszustand und Toxinexpression
TO T1 T2 Gesamt
Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil Anzahl
Normalgewicht 15 37% 18 45% 7 18% 40
Tendenz Unter- 15 60% 9 36% 1 4% 25
gewicht
Summe 30 27 8 65

Abbildung 7a: CD-Pravalenz im Verhaltnis

zum Gewicht
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Abbildung 7b: Toxinexpression im Verhéltnis
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3.3.4 Lungenfunktion

Die Lungenfunktion, charakterisiert durch das ,Forcierte Exspiratorische Volu-

men“ (FEV 1), wurde als weiterer Wert, der den Gesundheitszustand der Pati-

enten beschreibt, in Zusammenhang mit CD- und CD-Toxin-Nachweis gesetzt.

Da eine Lungenfunktionsmessung erst ab einem Alter von 6 Jahren moglich ist,

konnten fir 19 Patienten keine FEV1-Werte erhoben werden. In die Auswertung

wurden hier insgesamt 46 Patienten aufgenommen. (Tabelle 5a und b;

Abbildung 8a und b)

Tabelle 5a: Lungenfunktion und CD-Nachweis

gCD CD+ Summe

Anzahl Anteil Anzahl | Anteil Anzahl
FEV 1 <70% 4 24% 13 76% 17
FEV 1270% 17 59% 12 41% 29
Summe 21 25 46

Tabelle 5b: Lungenfunktion und Toxinexpression

TO T T2 Gesamt

Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl
FEV 1 <70% 6 35% | 10 | 59% 1 6% 17
FEV 1270% 21 73% 5 17% 3 10% 29
Summe 27 15 4 46

Abbildung 8a: CD-Pravalenz im Verhaltnis
zur Lungenfunktion
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Abbildung 8b: Toxinexpression im Verhéltnis
zur Lungenfunktion
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Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen CD-Be-
siedlung und Lungenfunktion (p=0,021). Nur 41% der Patienten mit guter
Lungenfunktion waren CD-besiedelt, wahrend Patienten mit eingeschrankter
Lungenfunktion eine CD-Pravalenz von 76% aufwiesen. Obwohl Patienten mit
eingeschrankter Lungenfunktion signifikant haufiger mit toxigenen Stdmmen
besiedelt waren (p= 0.015), zeigte sich, vorbehaltlich der geringen Fallzahlen, in
der In-vivo-Toxinexpression kein deutlicher Unterschied (Abbildung 8a und b).

3.3.5 Krankenhaus- und Rehaaufenthalte

Da Krankenhausaufenthalte zu den Hauptrisikofaktoren far eine Aquisition von
CD gerechnet werden, wurde der Zusammenhang von Krankenhaus- und
Rehaaufenthalten auf die CD-Pravalenz analysiert. Von den 65 untersuchten
Patienten hatten sich 41 in den letzten zwei Jahren in einem Krankenhaus oder
einer Rehaklinik aufgehalten. Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen KH-/Rehaaufenthalt und CD-Pravalenz bzw. Toxinexpression
(p=1,000 bzw. p=0,529) (Tabelle 6a und b; Abbildung 9a und b).

Tabelle 6a: Krankenhaus-/Rehaaufenthalte und CD-Nachweis

gCD CD+ Summe
Anzahl Anteil Anzahl | Anteil Anzahl
KH/Reha-Aufenthalte 15 37% 26 63% 41
Keine KH/Reha-Aufenthalte 9 38% 15 62% 24
Summe 24 41 65

Tabelle 6b: Krankenhaus-/Rehaaufenthalte und Toxinexpression

TO T1 T2 Gesamt

Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil Anzahl

KH/Reha-Aufenthalte | 21 51% | 15 | 37% 5 12% 41

Keine KH/Reha- 9 37% 12 50% 3 13% 24
Aufenthalte

Summe 30 27 8 65
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Abbildung 9a: CD-Pravalenz im Verhaltnis Abbildung 9b: Toxinexpression im Verhaltnis
zu KH/Rehaaufenthalten zu KH/Rehaaufenthalten
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3.3.6 Antibiotikaeinnahme

Die Einnahme von Antibiotika gilt als Hauptrisikofaktor flr die Aquisition eines
CD-Stammes und als entscheidender Ausldser flir die Toxinexpression in vivo.
41 der 65 Patienten hatten in den letzten zwei Monaten ein Antibiotikum einge-
nommen. Es konnte jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwi-
schen CD-Pravalenz bzw. Toxinexpression und der Antibiotikaeinnahme fest-
gestellt werden (p=1,000 bzw. p=0,720) (Tabelle 7a und b, Abbildung 10a und
b).

Tabelle 7a: Antibiotikaeinnahme und CD-Nachweis

g Cbh CD+ Summe
Anzahl Anteil Anzahl | Anteil Anzahl
Antibiotikaeinnahme 15 37% 26 63% 41
Keine Antibiotikaeinnahme 9 37% 15 63% 24
Summe 24 41 65

Tabelle 7b: Antibiotikaeinnahme und Toxinexpression

T0 T1 T2 Gesamt

Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil Anzahl

Antibiotikaeinnahme 19 46% 16 39% 6 15% 41

Keine 11 46% 11 46% 2 8% 24
Antibiotikaeinnahme

Summe 30 27 8 65
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Abbildung 10a: CD-Pravalenz im Verhalt-
nis zur Antibiotikaeinnahme

AB nein AB ja

Abbildung 10b: Toxinexpression im

Verhéltnis zur Antibiotikaeinnahme

3.3.7 Gastrointestinale Beschwerden

AB nein

ABja

Aus den Angaben der Patienten Gber gastrointestinale Beschwerden zum Zeit-

punkt der Stuhluntersuchung wurde ein gastrointestinaler Score (Gl-Score) von

0-3 erstellt und in Zusammenhang mit der CD-Pravalenz und der Toxinexpres-

sion analysiert.

Es zeigte sich, dass die meisten CF-Patienten einen Gl-Score von 0 oder 1 an-

gaben (keine oder nur geringe gastrointestinale Beschwerden). Die CD-Prava-

lenz stieg zwar mit zunehmender Beschwerdesymptomatik von 54% auf 100%

an, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen (p=0,245). Auch hinsicht-

lich der Toxinexpression zeigte sich, jedoch vor dem Hintergrund geringer Fall-

zahlen, kein statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,247) (Tabelle 8a und

b; Abbildung 11a und b).

Tabelle 8a: Gl-Score und CD-Nachweis

g Cbh CD+ Summe
Anzahl Anteil Anzahl | Anteil Anzahl
Gl-Score 0 12 46% 14 54% 26
Gl-Score 1 10 38% 16 62% 26
Gl-Score 2 2 22% 7 78%
Gl-Score 3 0 0% 4 100%
Summe 24 41 65
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Tabelle 8b: Gl-Score und Toxinexpression

TO T T2 Gesamt

Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil Anzahl

Gl-Score 0 13 50% 8 31% 5 19% 26
Gl-Score 1 14 54% 11 42% 1 4% 26
Gl-Score 2 3 33% 56% 1 1%
Gl-Score 3 0 0% 75% 1 25%
Summe 30 27 8 65

Abbildung 11a: CD-Pravalenz im Verhaltnis
zu gastrointestinalen Beschwerden

Abbildung 11b: Toxinexpression im Verhalt-
nis zu gastrointestinalen Beschwerden
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3.3.8 Darmwanddicke

3.3.8.1 Ergebnisse der gemessenen Darmwanddicken bei CF-Patienten im
Vergleich zu Referenzwerten von gesunden Probanden

Bei insgesamt 59 Patienten wurden sonographische Messungen der Darm-
wanddicke durchgefiihrt. Aus untersuchungstechnischen Grinden konnte bei
einem Patienten das Jejunum und bei zwei Patienten das lleum nicht dargestellt
werden. Darmwandverdickungen wurden vorwiegend im Bereich des Kolons
und des terminalen lleums, deutlich weniger im Jejunum gemessen (Tabelle 9;
s.a. Anhang 6.4, Abbildung 16a-f).
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Tabelle 9: Darmwandverdickung bei CF-Patienten

Darmabschnitt verdickt normal Patientenzahl
(100%)
Jejunum 27 (47%) 31 (563%) 58
lleum 39 (68%) 18 (32%) 57
Coecum 41 (69%) 18 (31%) 59
C. ascendens 43 (73%) 16 (27%) 59
C. transversum 37 (63%) 22 (37%) 59
C. descendens 37 (63%) 22 (37%) 59

3.3.8.2 Darmwanddicke und Nachweisbarkeit von CD bzw.
Toxinexpression

Es lieB sich, vorbehaltlich der geringen Fallzahlen bei der Toxinexpression, die
eine statistische Auswertung einschrankte, kein Zusammenhang zwischen der
CD-Pravalenz bzw. Toxinexpression und den Darmwandverdickungen der ein-
zelnen Darmabschnitte feststellen (Jejunum: p=0,279 und p=0,289; lleum
p=0,389 und p=0,139; Coecum: p=0,775 und p=0,447; Colon ascendens:
p=1,000 und p=0,666; Colon transversus: p=0,584 und p=0,794; Colon descen-
dens: p=0,585 und p=0,405) (s.a. Anhang 6.4, Abbildung 17).

3.3.9 Darmmotilitatsstorungen

3.3.9.1 Distales intestinales Obstruktionssyndrom (DIOS)

Eine Manifestation der gastrointestinalen Form der Zystischen Fibrose auBert
sich als ,Subileus-Zustand“ oder DIOS. Bei 11 Patienten war ein DIOS aus der
Anamnese bekannt. Diese Patienten wiesen eine geringflgig, jedoch statistisch
nicht signifikant héhere CD-Pravalenz auf (p=0,733). Dagegen war der Anteil
der Patienten mit /n-vivo-Toxinexpression in der DIOS-Gruppe mit 36% signifi-
kant héher als in der Gruppe ohne DIOS in der Anamnese (8%; p=0,026)
(Tabelle 10a und b; Abbildung 12a und b).
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Tabelle 10a: DIOS und CD-Nachweis

gCD CD+ Summe
Anzahl Anteil Anzahl | Anteil Anzahl
DIOS 3 27% 8 73% 11
Kein DIOS 21 39% 33 61% 54
Summe 24 41 65

Tabelle 10b: DIOS und Toxinexpression

TO T T2 Gesamt
Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil Anzahl
DIOS 3 28% 4 36% 4 36% 11
Kein DIOS 27 50% 23 43% 4 7% 54
Summe 30 28 7 65
Abbildung 12a: CD-Pravalenz im Verhaltnis Abbildung 12b: Toxinexpression im Ver-
zu DIOS héltnis zu DIOS
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3.3.9.2 Mekoniumileus

Bei 14 Patienten manifestierte sich die Zystische Fibrose postpartal als Mekoni-
umileus. In dieser Studie wurde untersucht, ob ein Mekoniumileus einen for-
dernden Einfluss auf eine CD-Besiedelung oder Toxinexpression haben kdnnte.
Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Mekoniumileus und CD-
Pravalenz bzw. Toxinexpression konnte jedoch nicht gezeigt werden (p=0,350
bzw. p=0,263). Tendenziell war sogar bei Patienten ohne Mekoniumileus eine
héhere CD-Pravalenz und eine In-vivo-Toxinexpression feststellbar (Tabelle
11a und b; Abbildung 13a und b).
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Tabelle 11a: Mekoniumileus und CD-Nachweis

g Ccbh CD+ Summe
Anzahl Anteil Anzahl | Anteil Anzahl
Mekoniumileus 7 50% 7 50% 14
Kein Mekoniumileus 17 33% 34 67% 51
Summe 24 41 65

Tabelle 11b: Mekoniumileus und Toxinexpression

TO T1 T2 Gesamt
Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil Anzahl
Mekoniumileus 8 57% 6 43% 0 0% 14
Kein 22 43% 21 41% 8 16% 51
Mekoniumileus
Summe 30 28 7 65
Abbildung 13a: CD-Pavalenz im Verhéltnis Abbildung 13b: Toxinexpression im Ver-
zu Mekoniumileus héltnis zu Mekoniumileus
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3.4 Langsschnittstudie

3.4.1 CD-Besiedlung im Verlauf der Langsschnittstudie

In der Langsschnittstudie wurden die mikrobiologischen Befunde und gastroin-
testinalen Symptome von insgesamt 19 Patienten wahrend der Behandlung mit
Antibiotika (AB) vollstandig untersucht. Zwei Patienten brachen die Studie vor-
zeitig ab. Pro Patient wurden zwischen einem und drei AB-Zyklen dokumentiert
(s. Anhang 6.6, Tabelle 25). Es wurde untersucht, ob und inwieweit die Ein-

nahme von Antibiotika zu einer Anderung der CD-Prévalenz und der In-vivo-
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Toxinexpression fuhren, und inwieweit sich ein Zusammenhang der
Toxinexpression mit gastrointestinalen Beschwerden herleiten Iasst. Der Be-
obachtungszeitraum zwischen der Querschnittstudie und dem Beginn der
Langsschnittstudie umfasste bei einigen Patienten bis zu 2 Jahren. 12 der 21
Patienten, welche die Langsschnittstudie begonnen hatten, zeigten zwischen
den beiden Beobachtungszeitraumen keine Anderung hinsichtlich inres CD-Be-
siedlungsstatus, 6 Patienten hatten ihren CD-Stamm verloren und 3 Patienten
zwischenzeitlich CD neu akquiriert (Tabelle 12). Kein Patient blieb konstant CD-

negativ.

Tabelle 12: Entwicklung des CD-Status von der Querschnittstudie bis zum Beginn der Langs-
schnittstudie

Befundentwicklung Anzahl Patienten
Q > A

CD+ = CD+ 12

CD+ = acDb 6

acb = CD+ 3

agcb = acDb 0

Q: Querschnittstudie
A: Beginn der AB-Therapie

Bei 14 Patienten konnte eine longitudinale Verlaufsbeobachtung wie geplant
vorgenommen werden. 5 Patienten erhielten zwei oder mehr Uberlappende
Antibiotikazyklen und wurden in den folgenden tabellarischen Auswertungen
nicht erfasst.

Insgesamt traten keine groBen Veranderungen auf. Die meisten Patienten der
Langsschnittstudie waren CD-positiv und behielten ihren Befundstatus Uber den
Beobachtungszeitraum. Kleinere Veranderungen traten vor allem im Kontroll-
zeitraum nach der Antibiotikagabe auf. Hier akquirierten 4 Patienten einen toxi-
genen Stamm, wahrend nur bei einem Patienten eine Elimination eines toxige-

nen Stammes erfolgte (Tabelle 13 und Tabelle 14).
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Tabelle 13: CD-Pravalenz an Beobachtungszeitpunkten A, B, C

Patienten Befund:
aCcD n.toxCD toxCD
Anzahl | Anteil | Anzahl| Anteil | Anzahl| Anteil
Zeitpunkt A 4 29% 2 14% 8 57%
Zeitpunkt B 5 36% 1 7% 8 57%
Zeitpunkt C 2 14% 1 7% 11 79%

A: Beginn der AB-Therapie = B: Ende der AB-Therapie = C: Ende des Kontrollzeitraumes

Tabelle 14: Verlauf des CD-Besiedlungsstatus

Befundentwicklung | Entwicklung | Entwicklung | Entwicklung
A->B B->C A->C
@gCcD > @CD 2 1 1
toxCD > ©OCD 2 1 1
n.toxCD > @CD 1 0 0
gCD -> toxCD 4 2
toxCD -> toxCD 6 7 7
n.toxCD - toxCD 0 2
@CD - n.toxCD 1 0 1
toxCD - n.toxCD 0 0 0
n.toxCD - n.toxCD 0 1 0

A: Beginn der AB-Therapie  B: Ende der AB-Therapie  C: Ende des Kontrollzeitraumes

Von den 5 Patienten mit zwei oder mehr AB-Zyklen behielt nur ein Patient sei-
nen positiven CD-Besiedlungsstatus Uber den gesamten Beobachtungszeit-
raum (P31). Bei einem Patienten (P8) wurde CD im Verlauf des zweiten und
dritten Zyklus eliminiert. Zwei Patienten (P41, P44) akquirierten im Kontrollzeit-
raum toxigene Stimme, ein Patient (P 14) einen nicht toxigenen Stamm (s. An-
hang 6.6, Tabelle 25).
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3.4.2 In-vivo-Toxinexpression im Stuhl im Verlauf der Langsschnitt-
studie

Eine Toxinexpression im Stuhl konnte bei insgesamt zwei von 19 Patienten
(10,5%) festgestellt werden (s. Anhang 6.6, Tabelle 25). Weder zum Zeitpunkt
des Toxinnachweises noch spater wurden bei diesen Patienten gastrointesti-
nale Beschwerden angegeben. Bei einem dieser Patienten (P 32) wurde vor
Beginn der Antibiotikatherapie ein toxigener CD-Stamm ohne Toxinexpression
im Stuhl nachgewiesen. Nach Ende der Antibiotika-Einnahme war der Stamm
zwar nicht mehr anziichtbar, jedoch eine Toxinexpression im Stuhl nachweis-
bar. Am Ende des vierwdchigen Kontrollzeitraumes war das Ergebnis aller
Nachweisverfahren negativ. Beim anderen Patienten (P 36) war schon vor Be-
ginn der Antibiotikatherapie eine Toxinexpression durch einen toxigenen Stamm
nachweisbar. Nach Beendigung der Antibiotika-Einnahme war der toxigene
Stamm zwar nachweisbar, eine Toxinexpression war aber nicht mehr festzu-
stellen. Am Ende des vierwdchigen Kontrollzeitraumes lag jedoch wieder der

Ausgangsbefund mit Toxinexpression vor.

3.4.3 Gastrointestinale Symptome im Verlauf der Langsschnitt-
studie

Beschwerden wurden im ganzen Studienzeitraum von drei Patienten (15,8%)
angegeben (s. Anhang 6.6, Tabelle 25). Ein Zusammenhang zwischen
Toxinfreisetzung und gastrointestinalen Symptomen konnte nicht beobachtet
werden. Zwar war bei einem Patienten die Akquisition eines toxigenen Stam-
mes mit einer Fieberepisode verbunden (P 20), bei den Gbrigen zwei Patienten
(P 8 und 31) bestanden die gastrointestinalen Symptome jedoch ohne CD-
Nachweis.
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4 Diskussion

CF-Patienten weisen eine Vielzahl an Risikofaktoren fiir eine CD-Infektion auf,
die jedoch oligosymptomatisch oder mit atypischen Symptomen verlaufen kann.
Viele CF-Patienten zeigen Uberdies bislang atiologisch ungeklarte, vorwiegend
submukdse Darmwandverdickungen, wie sie typischerweise auch bei CD-Kolitis
auftreten. Es war Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die klinische Relevanz von
CD-Infektionen sowie krankheitsspezifischen Auswirkungen auf den Darm bei
CF-Patienten im Rahmen der zweigeteilten Studie zu analysieren.

4.1 Probentransport und -verarbeitung

Entscheidend fUr Pravalenzstudien ist die Auswahl geeigneter, sensitiver
Nachweisverfahren. CD gehdrt zu den obligat anaeroben Bakterien, die bei
suboptimalen Transport- und Kulturbedingungen nur schwer anzlchtbar sind.
Alle in dieser Studie untersuchten Stuhlproben waren nach genauer Anleitung
von den Patienten bzw. deren Eltern zu Hause entnommen und verschickt wor-
den. Die Entscheidung fir den postalischen Versand der Stuhlproben war zu-
gunsten einer mdglichst groBen Stichprobe, die nicht vom Krankenhausmilieu
gepragt war, getroffen worden. Zur Sicherstellung des kulturellen Nachweises
wurde jede Stuhlprobe in einem flr Anaerobier geeigneten Transportmedium
und unter anaeroben Bedingungen verschickt. In equinen Stuhlproben konnte
CD bei einer Lagerung der Proben unter anaeroben Bedingungen bei 4°C noch
bis zu 30 Tagen nach Probenentnahme sicher angezlchtet werden. Der Nach-
weis der CD-Toxine war demgegeniber nicht an anaerobe Transportbedingun-
gen gebunden [115] Die meisten Proben lagen innerhalb 48 bis 72 Stunden im
Labor zur Bearbeitung vor. Auch aus einer Probe, die 5 Tage auf dem Postweg
war, konnte noch CD isoliert werden.

Flr den kulturellen Nachweis von CD wurde mit vorreduzierten CCFA-Selektiv-
nahrbdden eine etablierte Methode gewahlt [43] vgl. auch [78,16,47,7]. Durch
Inkubation der Proben in 2 verschiedenen Anreicherungsmedien (CD-Bouillon
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und Leberbouillon) sollten auch geringe Keimzahlen erfasst werden kbénnen
[108].

Die hohe kulturelle Nachweisrate von CD von 63% lasst darauf schlieBen, dass
Transportbedingungen und Nachweisverfahren in optimierter Form gewahlt
worden sind.

Obwohl der Zytotoxizitatstest in Zellkulturen bislang noch als ,gold standard*
des Toxinnachweises bei CD gilt [101,113], wurde vor allem aus logistischen
Grinden ein kommerzieller Enzymimmunoassay eingesetzt, der jedoch mit
einer Sensitivitat und Spezifitat von jeweils Uber 94 % als dem Zytotoxizitatstest

fast gleichwertig eingeschatzt werden kann [92,66] .

4.2 CD-Pravalenz bei CF-Patienten

Die CD-Pravalenz im Stuhl war mit 63% bei CF-Patienten deutlich héher als
vergleichbare Studien bislang gezeigt haben. Mehrere Studien aus den 80er
Jahren wiesen eine deutlich héhere CD-Besiedlungsrate bei CF-Patienten nach
(21-32%) als bei der Normalbevélkerung (2-8%) [120,116,86,37]. In diesen Stu-
dien wurden jedoch keine besonderen TransportmaBnahmen durchgefihrt und
zum kulturellen Nachweis nur ein Festmedium und ein Anreicherungsverfahren
eingesetzt. Die hohe Nachweisrate der jetzt durchgefiihrten Studie kénnte da-
her auf die optimierten Probenversandbedingungen und den breiten Untersu-
chungsansatz im Labor zurlickgeflhrt werden. Daneben waren auch epidemio-
logische Faktoren oder Anderungen im Management der CF-Erkrankung (Anti-
biotika-Regime, Krankenhausaufenthalte) als Ursache denkbar, die in den
letzten 20 Jahren zu einer erhéhten Pravalenz der CD-Besiedlung beigetragen
haben kdénnten [114]. Der Vergleich zu einer Kontrollgruppe hamato-onkologi-
scher Patienten, die ebenfalls vermehrt den Risikofaktoren Antibiotikaeinnahme
und Krankenhausaufenthalten ausgesetzt waren, und deren Stuhlproben glei-
chen Versand- und Kultivierungsbedingungen unterlagen wie die der CF-Pati-
enten, zeigte jedoch nur bei CF-Patienten eine gegeniber friiheren Studien ho-
here CD-Pravalenz (63,1% vs. 6,9%). Bereits Peach und Kollegen [86] be-
schrieben 1986 eine im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéhte CD-Prévalenz bei
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CF-Patienten (32,4% vs. 7,5%). Die deutlich héhere Nachweisrate an CD bei
CF-Patienten dieser Studie kann daher wahrscheinlich nicht ausschlieBlich auf
die verbesserten Transportbedingungen und Nachweisverfahren zurickgefihrt
werden, da die Nachweisrate in der Kontrollgruppe nicht im vergleichbaren
Ausmalf angestiegen ist. Dies weist auf CF-spezifische Risikofaktoren fir eine
CD-Besiedlung hin, wie sie jingst von der Arbeitsgruppe um Borowitz beschrie-
ben worden sind [12].

4.2.1 Alters- und Geschlechtsabhangigkeit der CD-Pravalenz

Es war Ziel der Studie, eine Abhangigkeit des CD-Besiedlungsstatus bei CF-
Patienten von Alter und Geschlecht zu untersuchen.

In mehreren Studien wird das weibliche Geschlecht als Risikofaktor fiir eine
CD-assoziierte Erkrankung beschrieben [6,78,95,66,2,28]. Als Erklarung far
diesen geschlechtsspezifischen Unterschied wird der haufigere Einsatz von
Breitspektrum-Antibiotika bei Frauen zur Behandlung von urogenitalen Infektio-
nen herangezogen. In der vorliegenden Untersuchung wiesen die weiblichen
Patienten jedoch gegenlber dem mannlichen Geschlecht nur eine leichte, sta-
tistisch nicht signifikant erhéhte CD-Pravalenz auf. Auch die Studien von
Cooperstock et al. und Bolton et al. beobachteten keine geschlechtsabhangige
Anderung der CD-Besiedlung bei Sauglingen und Kleinkindern. [22,11].
Wahrend far Normalpersonen altersabhangige Besiedlungsraten bekannt sind,
sind entsprechende Daten fur CF-Patienten bislang nicht publiziert worden. Bei
den CF-Patienten dieser Studie zeigte sich ein deutlicher Zusammenhang zwi-
schen Alter und Besiedlungsstatus, der prinzipiell dem Verlauf bei Normal-
personen vergleichbar ist. Die héchste CD-Pravalenz von 80-86% wiesen CF-
Patienten im Neugeborenen- und Kleinkindesalter auf. Diese Besiedlungsrate
nahm kontinuierlich bis zum 12. Lebensjahr auf ca. 50% ab, bis zum 18. Le-
bensjahr auf 20-30%. Normalpersonen zeigen in der Neugeborenen- und Saug-
lingsperiode Nachweisraten von 50-67%, die nach dem 2. Lebensjahr auf 2-8%
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abfallen. Es ist also bei CF-Patienten ein deutlich langsamerer Rlickgang der
CD-Besiedlung als bei Gesunden zu beobachten.

Vermutlich ist die hohe CD-Pravalenz bei Neugeborenen und S&uglingen in
beiden Gruppen auf die gleichen Ursachen zurtickzufihren. Hier wird vor allem
die Unreife des Verdauungstraktes Neugeborener mit noch fehlendem protekti-
vem Milieu der normalen Mikroflora des Darms als Ursache postuliert [79]. Mit
Ausbildung der normalen Mikroflora, die dem Uberwuchern mit pathogenen
Mikroorganismen entgegenwirkt, reduziert sich nach dem 2. Lebensjahr auch
die Nachweisrate an CD in der gesunden Bevdlkerung. Dies ist bei den CF-Pa-
tienten nicht der Fall. Man kann daher annehmen, dass bei CF-Patienten spezi-
fische, die CD-Kolonisation beglinstigende Faktoren einwirken oder physiologi-
sche Faktoren, die einer CD-Besiedlung entgegenwirken, bei CF-Patienten nur
eingeschrankt wirksam werden (vgl. auch [12]). Daher wurden weitere Para-
meter, die den Gesundheitszustand der CF-Patienten charakterisieren, in ihrer
Einflussnahme auf die CD-Pravalenz untersucht.

4.2.2 Einfluss des Ernahrungszustandes und der Lungenfunktion
auf die CD-Pravalenz und Toxinexpression

Erndhrungszustand und Lungenfunktion sind zwei aussagekraftige Parameter
zur Beurteilung des Gesundheitszustandes von CF-Patienten, die entweder
durch eine CD-Besiedlung verandert werden oder selbst eine CD-Kolonisierung
beeinflussen kénnten. So wird angenommen, dass eine CD-assoziierte Erkran-
kung Untergewicht hervorrufen kann [5,67]. Untergewicht kénnte jedoch auch
mit reduziertem Resistenzvermdgen gegeniber pathogenen Einflissen einher-
gehen und so eine CD-Besiedlung begtinstigen (vgl. [109]). Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen jedoch keinen Zusammenhang zwischen dem Ernahrungs-
status und hier insbesondere einem tendenziellen Untergewicht und einer CD-
Besiedlung bzw. Toxinexpression. Die Arbeitsgruppe von Al-Turehi und Mitar-
beitern kam vor kurzem zu ahnlichen Schlussfolgerungen [3].

Demgegenulber konnte in dieser Arbeit erstaunlicherweise ein signifikanter Zu-
sammenhang zwischen der Lungenfunktion und der Besiedlung mit CD fest-
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gestellt werden: Patienten mit eingeschrankter Lungenfunktion wiesen eine CD-
Pravalenz von 76% auf im Gegensatz zu Patienten mit guter Lungenfunktion,
die nur zu 41% mit CD besiedelt waren. Dieser Unterschied ist noch umso auf-
falliger, da Patienten mit eingeschrankter Lungenfunktion im Mittel alter waren
(Durchschnitt 16,8 Jahre) als die Patienten mit guter Lungenfunktion (Durch-
schnitt 12,2 Jahre). CF-Patienten sind aber, wie oben gezeigt, in jingeren
Lebensjahren deutlich haufiger mit CD besiedelt als in alteren Jahren. Die CD-
Pravalenz verlauft also im Verhaltnis zur Lungenfunktion entgegen dem Alters-
trend. Eine CD-Besiedlung findet nach derzeitigem Kenntnisstand ausschlie-
lich intestinal statt und hat daher keinen direkten Einfluss auf die pulmonale Si-
tuation. Man kénnte daher annehmen, dass umgekehrt Veradnderungen in der
Lungenfunktion indirekt Einfluss auf die CD-Besiedlung nehmen. Dies kénnte
durch Summierung von bekannten Risikofaktoren entstehen. So ware ein mdg-
licher Erklarungsansatz, dass Patienten mit eingeschrankter Lungenfunktion
haufiger Antibiotika einnehmen und haufiger hospitalisiert sind. Von den Pati-
enten dieser Studie nahmen aber Patienten mit eingeschrankter Lungenfunktion
tendenziell sogar weniger Antibiotika ein (58,8%) als Patienten mit guter Lun-
genfunktion (65,5%) und hinsichtlich der Krankenhaus- und Rehaaufenthalte
waren keine Unterschiede zu erkennen (64,7% vs. 65,5%). Die Analyse dieser
Risikofaktoren erfasste in dieser Studie jedoch nur einen begrenzten Zeitraum.
Es ist daher trotzdem denkbar, dass sich Uber einen zeitlich langeren Verlauf
moglicherweise doch signifikante Unterschiede in der Haufigkeit der Antibioti-
kagabe und Hospitalisation summiert haben kdnnten.

Méglich ist auch, dass ein weiterer Faktor Lungenfunktion und CD-Pravalenz
zugleich beeinflusst. Denken lieBe sich dabei z.B. an durch den CFTR-Defekt
hervorgerufene pulmonale und intestinale Verédnderungen (z.B. Mukus-Zusam-
mensetzung, subklinische Entziindungsreaktionen 0.A.). Bislang haben sich
keine Arbeiten mit dem Zusammenhang zwischen Lungenfunktion und CD-Be-
siedlung beschaftigt, so dass sich hier ein interessanter Aufgabenkomplex fir
weitere Studien herausstellt.
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4.2.3 Einfluss von Krankenhaus- bzw. Rehaaufenthalten und
Antibiotika auf die CD-Pravalenz und Toxinexpression

Haufige und verlangerte Krankenhausaufenthalte bedingen eine starkere Ex-
position gegen nosokomiale Infektionserreger wie z.B. Clostridium difficile und
stellen daher vor allem im Zusammenhang mit Antibiotikatherapien den wich-
tigsten bekannten Risikofaktor fir die Akquisition von CD dar
[42,116,86,57,81,56,114].

Diese Studie analysierte den Einfluss von Krankenhaus- und Rehaaufenthalten
der letzten zwei Jahre auf die CD-Besiedlung von CF-Patienten. Dabei zeigten
Patienten mit stationarem Aufenthalt in diesen medizinischen Einrichtungen
keine signifikant héhere CD-Pravalenz und Toxinexpression als Patienten ohne
stationaren Aufenthalt.

Das untersuchte Patientenkollektiv bestand mit einem Durchschnittsalter von 11
Jahren aus jingeren CF-Patienten. In diesem Alter sind Krankenhausaufent-
halte gegentber von Rehaaufenthalten eher seltener. Da Patienten bei Rehabi-
litationsmaBnahmen im Vergleich zu hospitalisierten Patienten in der Regel
einen besseren Gesundheitszustand aufweisen und dadurch weniger agressi-
ven bzw. keinen AB-Einflissen ausgesetzt sind und Rehaeinrichtungen
dadurch im Vergleich zu Krankenhausern zuséatzlich einem geringeren Selekti-
onsdruck durch Antibiotika unterliegen, kdnnen diese daher als geringer risiko-
reich als Krankenhausstationen eingestuft werden. Dies kénnte eine Erklarung
fir den hier fehlenden Zusammenhang zwischen Aufenthalten in stationaren
Einrichtungen und CD-Pravalenz darstellen.

Im Gegensatz zu einer Vielzahl von publizierten Studien [17,60,105,66,106,84]
konnte in der Querschnittstudie kein Einfluss einer aktuellen Antibiotika-
einnahme auf die CD-Pravalenz der CF-Patienten festgestellt werden. Das
muss jedoch nicht bedeuten, dass Antibiotika in dieser Studie keinen Einfluss
auf die CD-Pravalenz hatten. Denn diese lag bei beiden Patientengruppen mit
und ohne Antibiotikaeinnahme mit Gber 60% deutlich hdéher als in vergleich-
baren Studien zuvor. Dieser hohe Wert wurde nicht nur zum Zeitpunkt der
Querschnittstudie, sondern auch zum Beginn der Langsschnittstudie, also bis
zu 2 Jahre spater, ermittelt. Eine Erklarung hierfir kénnte das in den letzten
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Jahren stark verénderte therapeutische Management der CF-Erkrankung sein.
Denn obwohl sich tendenziell die Hospitalisationshaufigkeit vermindert, somit
potentielle Infektionsquellen abnehmen, ist doch eine Intensivierung in den
antibiotischen Therapien zu verzeichnen. So kommen allein bei Atemwegs-
infektionen und vor allem in der Problemkeimbekampfung bei vielen Patienten
regelmaBig hochpotente Antibiotika-Regimes, zunehmend auch in Heim-i.v.-
Therapien, zum Einsatz. Die hohe CD-Pravalenz kdénnte auf eine durch die
Vielzahl von AB-Behandlungen hervorgerufene persistierende CD-Besiedlung
zurtckzufihren sein. Daflr spricht, dass, wie oben gezeigt, kein Patient zwi-
schen Querschnittstudie und Beginn der Langsschnittstudie CD-frei blieb (s.
Ergebnisse 3.4.1 Tabelle 12). Dies lieBe sich mit einer immer wieder neu er-
folgenden Besiedlung erklaren; wahrscheinlicher ist jedoch, dass bei den
meisten dieser Patienten CD immer vorhanden ist, teilweise jedoch unterhalb
der Nachweisbarkeitsgrenze bleibt.

In diesem Fall hatte bei der ohnehin sehr hohen CD-Pravalenz zum Zeitpunkt
der Querschnittstudie eine weitere aktuelle Antibiotikagabe wenig Einfluss auf
eine neue CD-Akquisition. Die Nichtnachweisbarkeit eines Einflusses einer ak-
tuellen Antibiotikatherapie auf die CD-Pravalenz bedeutet also nicht unbedingt,
dass kein Einfluss vorliegt, sondern ist im Gegenteil eher durch die frihere
dauerhafte Beeinflussung der Darmflora durch Antibiotikagaben zu erklaren.
Fir eine Auswertung von Antibiotika als Risikofaktor fur die Akquisition von CD
ware daher eine Erfassung der kumulativen Antibiotikagaben vermutlich aus-
sagekraftiger.

Aus den Beobachtungen in der Langsschnittstudie lassen sich zudem Hinweise
darauf ableiten, dass der Zeitraum der Antibiotikaexposition fiir eine CD-Akqui-
sition weniger entscheidend zu sein scheint als die postexpositionelle Zeit. So
waren von den 14 Patienten der Langsschnittstudie zu Beginn vier Patienten
ohne Nachweis von CD, nach Abschluss der Antibiotikatherapie fiinf, am Ende
des Kontrollzeitraumes jedoch nur noch zwei Patienten. Vier Patienten erwar-
ben im postexpositionellen Zeitraum einen toxigenen Stamm, wahrend dies
unter Antibiotikaexposition nur bei einem Patienten vorkam (s. Ergebnisse
3.4.1, Tabelle 13 und Tabelle 14).
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Eine dauerhafte Kolonisierung setzt die Prasenz und Vermehrung des Erregers
im Intestinum voraus. Es wird vermutet, dass die Infektion mit CD primér Gber
die Aufnahme von resistenten Sporen verlauft. Eine Auskeimung und Vermeh-
rung der Sporen jedoch kdnnte unter Antibiotikaexposition ebenfalls einge-
schrankt sein. Holton und Hall konnten zeigen, dass unter Gabe von Cepha-
losporinen und Penicillinen die Besiedlung von Neugeborenen mit CD verzégert
werden kann [54]. Im antibiotikafreien Kontrollzeitraum jedoch, wenn Antibio-
tika-sensible Anteile der Darmflora sich noch nicht rekonstituieren, kann eine
Auskeimung und damit Etablierung der relativ resistenten CD-Stamme leichter
erfolgen [97]. Bei einem in mehreren Antibiotika-Zyklen behandelten Patienten
(P 44), der vorbeugend gegen eine CD-Infektion zusatzlich Metronidazol ein-
nahm, war zwar sein urspringlicher nicht toxigener CD-Stamm nach Abschluss
der Antibiotikatherapie nicht mehr nachweisbar. Im Kontrollzeitraum wurde er
jedoch mit einem toxigenen und nicht toxigenen Stamm kolonisiert.

Dennoch erscheint eine CD-Akquisition nicht immer eine dauerhafte Besiedlung
zu bedingen. Von 21 Patienten, die an der Querschnittstudie und Langsschnitt-
studie teilnahmen, wiesen 6 zwischen der ersten und zweiten Untersuchung,
die in einem Zeitabstand von bis zu 2 Jahren durchgeflhrt wurden, einen Ver-
lust des primar nachgewiesen CD-Stammes auf. Demgegenlber erwarben nur
3 Patienten in diesem Zeitraum einen CD-Stamm. Weiterreichende Aufschliisse
tber mdgliche Erregerwechsel, die beim einfachen Erfassen eines CD-positiven
Status nicht erkennbar sind, und der Dynamik einer CD-Besiedlung werden mit
molekularen Typisierungsverfahren der CD-Isolate mdglich sein.

Die molekularen Mechanismen, die eine In-vivo-Toxinexpression bedingen, sind
bislang noch weitgehend unklar [114]. Dupuy und Sonenshein beschrieben eine
Abhangigkeit der In-vitro-Toxinsynthese von der Wachsstumsphase von CD. So
scheint in der exponentiellen Wachstumsphase die Toxinproduktion unterdriickt
zu sein und erst beim Eintreten in die Stationdre Phase Toxinproduktion még-
lich zu werden [35,76]. Daneben spielen weitere Faktoren wie z.B. der Amino-
saure- und Biotin-Gehalt oder die Kohlenstoffquelle bei der In-vitro-Toxin-Ex-
pression eine Rolle [121,76]. Stressfaktoren wie z.B. subinhibitorische Antibio-

tika-Konzentrationen  und  katabole  Stoffwechsellagen  sowie  die
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Kultivierungstemperatur kdnnen ebenfalls eine Toxinproduktion auslésen
[35,106,58,114]. Die In-vivo-Toxinexpression bei einem CD-kolonisierten Pati-
enten ist aber nach bisherigem Wissen ganz wesentlich von der Einnahme von
Antibiotika abhangig [106]. Bei der hohen Pravalenz von toxigenen CD-Stam-
men (73%) wurde eine hohe Rate an Toxinexpression unter Antibiotika in dieser
Studie erwartet. So berichteten Edelstein und Kollegen bei hospitalisierten CF-
Patienten unter i.v.-Antibiose von Toxinnachweisraten von 50% [37]. In starkem
Kontrast dazu stehen die hier erhobenen Befunde, bei denen nur bei insgesamt
2 von 19 Patienten (10,5%) in der Langsschnittstudie (s. Anhang 6.4, Tabelle
26) und bei 8 von 65 Patienten (12%) in der Querschnittstudie eine
Toxinexpression nachweisbar war; 6 der 8 Patienten der Querschnittstudie
standen dabei unter Einfluss von Antibiotika, die als Ausléser von Toxinexpres-
sion bekannt sind (1x Acylaminopenicillin, 1x Amoxicillin, 2x Cephalosporine, 1x
Clindamycin, 4x Cotrimoxazol, 3x Makrolide, 2x Aminoglykoside) [60,105,79].
Die geringe Toxinnachweisrate in dieser Studie deutet darauf hin, dass Antibio-
tikaexposition nicht allein ausschlaggebend fir eine In-vivo-Toxinexpression bei
CF-Patienten ist. Eine Ursache daflr kénnte sein, dass hier die meisten Pati-
enten nicht hospitalisiert waren und anteilig weniger Antibiotika einnahmen
(63%), wahrend bei Edelstein et al. alle Patienten stationar behandelt wurden
und Antibiotika erhielten. Auch CF-spezifische Faktoren kénnten méglicher-
weise einer Toxinexpression entgegenwirken. Neuere Arbeiten weisen auf
immunologische Komponenten und die Produktion antitoxischer Enzyme hin
[82]. Auch hier bieten sich flr folgende Studien interessante Ansatzpunkte.

4.2.4 Zusammenhang zwischen gastrointestinalen Beschwerden und
Nachweisbarkeit von CD bzw. Toxinexpression

Von 65 Patienten der Querschnittstudie berichteten 39 (60%) tber abdominale
Beschwerden, 2/3 davon nur Uber geringe Beschwerden mit GI-Score 1. Keiner
der Patienten gab an, starke Beschwerden gehabt zu haben. Die Mehrheit der
Patienten war zum Zeitpunkt der Querschnittuntersuchung véllig oder relativ

beschwerdefrei.
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Tendenziell zeigte sich jedoch eine Zunahme der CD-Pravalenz mit vermehrter
Beschwerdesymptomatik ohne eine entsprechende Toxinexpression. Auch bei
den in der Langsschnittstudie beobachteten 19 Patienten traten nur bei drei Be-
schwerden auf, die jedoch nur in einem Fall mit einer Akquisition eines poten-
tiell toxigenen Stammes einhergingen. Bei den anderen beiden Patienten wurde
kein bzw. ein nicht toxigener CD-Stamm nachgewiesen. Toxinexpression wurde
bei 2 Patienten ohne gastrointestinale Beschwerdesymptomatik beobachtet.
Dies lasst einen kausalen Zusammenhang zwischen CD-Kolonisation und ab-
dominalen Beschwerden fraglich erscheinen.

Auch andere Studien berichten Uber die auffallende Diskrepanz zwischen hoher
Kolonisierungsrate bei fehlender erhdhter Inzidenz von symptomatischen CD-
Infektionen [120,116,86,37]. Obwohl Patienten meistens asymptomatisch mit
z.T. auch toxinbildenden CD-Stammen kolonisiert sind, existieren jedoch eine
Vielzahl von Fallberichten und Publikationen lber symptomatische CD-Infek-
tionen insbesondere PMC mit z.T. auch dramatischen Verldufen
[90,119,96,8,71,99,55]. Neben typischer Krankheitssymptomatik sind bei CF-
Patienten auch atypische Verlaufe von CD-Infektionen mit Schmerzen ohne
Diarrhoe beobachtet worden, die sich computertomographisch als Pankolitis
darstellten [8]. Insbesondere bei Kindern kann eine CD-Infektion mit vielfaltiger
atypischer Symptomatik (Appetitlosigkeit, rezidivierendes Erbrechen, Koliken,
Meteorismus, Gedeihstdérungen) verlaufen [79]. In einem Fall einer schweren
CD-assoziierten AAC konnten Darmwandverdickungen festgestellt werden, die
sich nach CD-Eradikation vollstandig zurlckbildeten [99]. Auch in dem TUbinger
Patientenkollektiv wurden bereits mehrfach CD-Colitiden mit typischer und
atypischer Beschwerdesymptomatik und z.T. chronisch-rezidivierendem Verlauf
beobachtet [123].

Als Ursachen fir die haufig geringe Symptomatik der CD-Infektion bei CF-Pati-
enten werden immunologische Reaktionen gegen CD-Toxine, verandertes
Darmmilieu, andersartig zusammengesetzte Mikroflora oder Fehlen von Toxin-
rezeptoren in der Darmmukosa diskutiert [55]. Andere Autoren sehen die CF-
assoziierten Stérungen des epithelialen Chloridionentransportes als Ursache an
fir die fehlende Diarrhoe bzw. die mangelnde Suszeptibilitdt der CF-Patienten



4 DISKUSSION 52

fur Escherichia-coli-Enterotoxine [37,45]. Welkon et al. und Peach et al. ver-
muteten ein Fehlen von Toxinrezeptoren bei CF-Patienten [116,86]. Mdglich
ware allerdings auch eine durch den CF-spezifischen zdhen Schleim bedingte
Unerreichbarkeit der Toxinrezeptoren fir die Toxine, wie auch fir Neugeborene
postuliert wird [97]. Andere Autoren vermuten, dass bestimmte CF-Mutations-
typen eine erhdéhte Suszeptibilitdt fir CD-Toxine aufweisen kdnnten und dass
erst das Zusammenspiel CD-spezifischer und wirtsspezifischer Faktoren fur die
Auspragung einer CD-assoziierten Erkrankung verantwortlich sind [118,96].

Zu den wirtsspezifischen Faktoren zahlen auch erworbene Immunreaktionen.
Shim et al. zeigten, dass eine friher erfolgte Kolonisation mit CD spater vor
einer CD-assoziierten Erkrankung schitzen kann [100]. Auch Welkon et al.
vermuteten eine bereits im Kindesalter mit Erstexposition einsetzende immu-
nologische Antwort, die zwar nicht vor einer Kolonisation mit CD schitzt, jedoch
vor deren Toxinauswirkungen [116]. Diese Vermutungen bestatigten sich in
spateren Untersuchungen, die eine Abhangigkeit der klinischen Auspragung
einer CD-Infektion von der Existenz von IgG- und IgM-Antikérpern gegen Toxin
A und Oberflachenproteine von CD nachweisen konnten [61,69,68,34]. Auf die-
ser Grundlage wurde ein Impfstoff gegen Toxin A entwickelt, der sich z. Zt. in
der Erprobung befindet [1,104].

Im Rahmen dieser Studie muss jedoch noch ein weiterer Faktor in Betracht ge-
zogen werden, der bislang nicht systematisch erfasst wurde. Einige der Pati-
enten nahmen parallel zur Antibiotikatherapie Probiotika ein. Die Wirkung von
Probiotika soll durch selektive Unterstitzung einzelner Komponenten der
Darmflora auf einer Starkung der sogenannten Kolonisationsresistenz beruhen
[88,122,82]. Mdglicherweise beeinflusst dies neben der CD-Kolonisation und
Toxinexpression auch indirekt die Schwere der abdominellen Symptomatik.
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4.2.5 Zusammenhang zwischen gastointestinalen Manifestationsformen
der Zystischen Fibrose und Nachweisbarkeit von CD bzw.

Toxinexpression

Die meisten CF-Patienten zeigen eine gastrointestinale Manifestation der Mu-
koviszidose [85]. Durch die zunehmend steigende Lebenserwartung ergibt sich
auBerdem ein ansteigendes Risiko fir friher eher seltener beobachtete
gastrointestinale Krankheitsmanifestationen wie DIOS, Invagination, akute
Appendizitis, Morbus Crohn, Fibrosierende Colonopathie (FC), gastrointestinale
Karzinome und pseudomembrandse Kolitis [18]. In der vorliegenden Studie
wurde untersucht, ob Korrelationen zwischen der CD-Besiedlung und
Toxinexpression mit Komplikationen wie Darmwandverdickungen, DIOS und
Mekoniumileus nachweisbar sind.

4.2.5.1 Darmwandverdickung

Die Messung der Darmwanddicken wurde durch die abdominelle Sonographie
durchgeflihrt, welche als nicht-invasive Methode zur Untersuchung von intesti-
nalen Erkrankungen dient und durch den Einsatz hochauflésender Ultraschall-
gerate die ldentifizierung verschiedener Darmwandschichten ermdglicht [63].
Entzindungen der Darmwand stellen sich dabei durch Darmwandverdickung
mit aufgehobener Differenzierung der Darmwandschichten dar, wodurch eine
Aussage Uber den Grad, nicht jedoch Uber die Art der Erkrankung mdglich ist
[50]. Ein Vorteil gegentber anderen Untersuchungsmethoden ist dabei auch die
uneingeschrankte Beurteilung der Entzindungsreaktion aller Darmwand-
schichten [50].

Aus organisatorischen Griinden konnte die sonographische Darmwanddicken-
messung bei einigen Patienten nicht in unmittelbarem zeitlichem Zusammen-
hang mit der Stuhluntersuchung durchgefihrt werden. Nach den Untersuchun-
gen von Haber et al. bleiben jedoch Darmwanddicken Uber einen Zeitraum von
einem Jahr relativ konstant [49]. Auch zeigten sich bei Patienten dieser Studie,
bei denen im Untersuchungszeitraum aus unterschiedlichen Griinden mehrere
Darmwanddickenmessungen durchgefihrt worden waren, kaum Abweichungen
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vom Vorergebnis. Sieht man von akuten entzindlichen Ereignissen ab, kann
man somit davon ausgehen, dass sich Anderungen der Darmwanddicke erst
Uber einen langeren Zeitraum vollziehen. Die Besiedlungsrate im Patientenkol-
lektiv blieb im Verlaufszeitraum dieser Studie ebenfalls relativ konstant bei >
60%. Beide Parameter wurden daher auch bei einem gréBeren zeitlichen Ab-

stand voneinander ausgewertet.

Die meisten der untersuchten CF-Patienten zeigten nachweisbare Darmwand-
verdickungen vorwiegend im Colon und terminalen lleum (= 63%). Diese Darm-
abschnitte werden auch regelmaBig im Rahmen einer CD-assoziierten Infektion
wie z.B. einer pseudomembrandsen Kolitis betroffen [13,91,114], h&ufig mit
messbaren Darmwandverdickungen [9,10,59].

In den letzten 10 Jahren sind mehrfach asymptomatische Darmwandverdickun-
gen bei CF-Patienten beschrieben worden, deren Atiologie jedoch bislang un-
geklart ist [51,49,89,93,21]. Bei unterschiedlichen Darmmanifestationen (DIOS,
FC, M.Crohn, usw.) kommen bei CF-Patienten Verdickungen der Darmwand
auch als Zeichen einer entziindlichen Aktivitat vor [87]. Deshalb bestand die
Frage, ob den in dieser Studie nachgewiesenen Verdickungen auch subklini-
sche Entziindungsreaktionen zugrunde liegen kdnnten.

So hatten schon Croft et al. und Smyth et al. bei der Untersuchung gastroin-
testinaler Lavageflissigkeiten von CF-Patienten in allen Fallen Entziindungs-
zeichen nachweisen kénnen [23,103], und Smyth et al. formulierten die Hypo-
these, dass primére Entziindungsreaktionen bei CF-Patienten nicht nur auf die
Lunge beschrankt sind, sondern dass diese auch subklinisch im Gastrointesti-
naltrakt als Ergebnis des zugrunde liegenden Basisdefektes vorkommen kdnn-
ten und z.B. die FC aus dem Zusammenwirken verschiedener Entziindungs-
prozesse unterschiedlicher Atiologie entsteht. Als weitere beteiligte Faktoren an
diesem entzindlichen Prozess werden dariber hinaus eine durch erhéhte
intraluminale Drucksteigerung (z.B. DIOS) hervorgerufene Ischamie oder
toxisch wirkende Metabolite, Enzyme, Abbauprodukte und Medikamente auf-
gefihrt [32,31].
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Durch den Nachweis subklinischer Entziindungen bei CF-Patienten einerseits
und die Haufung von Darmwandverdickungen an von CD-Infektionen beson-
ders betroffenen Darmregionen andererseits bestand die Vermutung, dass auch
die oligosymptomatische CD-Colitits eine Ursache der nicht selten beobachte-
ten submukdsen Darmwandverdickungen bei CF sein kénnte.

Diese Vermutung wurde gestitzt durch einen von Schmitt-Grohe et al. be-
schriebenen klinischen Fall eines 28-jahrigen CF-Patienten, bei dem der Aus-
bruch einer schweren Kolitis mit Darmwandverdickungen einherging, die zudem
offenbar in einem Zusammenhang zum CD-Befund standen [99]: Wochen vor
Erkrankungsbeginn traten DIOS-&hnliche Beschwerden auf, ohne dass
sonographisch ein DIOS nachweisbar war. Jedoch stellte sich eine leichte
Darmwandverdickung von 4 mm dar. Nach kurz darauf folgender infektbeding-
ter AB-Therapie entwickelte der Patient eine schwere Antibiotika-assoziierte
Kolitis mit starker Darmwandverdickung (bis 40 mm), Lumenobstruktion und
positiven Stuhlkulturen fir CD. Erst nach der vollstdndigen Eradikation von CD
verschwand die Darmwandverdickung bei diesem Patienten.

In der vorliegenden Untersuchung hatte keiner der Patienten vergleichbare
akute gastrointestinale Symptome. Die gemessenen Darmwanddicken kdnnen
also als ,Normalwerte” fir die beteiligten Patienten angesehen werden. Fir kei-
nen der untersuchten Darmabschnitte konnte dabei jedoch eine Korrelation zur
Nachweisbarkeit von CD oder zur Toxinproduktion hergestellt werden. Dieses
Ergebnis lasst mehrere Erklarungen zu: entweder lassen sich die bei CF-Pati-
enten haufig nachweisbaren Darmwandverdickungen nicht auf die Besiedlung
mit CD oder auf CD-Toxinexpression zurlckfiihren, zumindest nicht bei Pati-
enten ohne akute gastrointestinale Symptomatik. Oder es ist denkbar, dass CD
im Zusammenspiel mit anderen Faktoren an Entzliindungsprozessen im Darm
und somit auch an den Darmwandverdickungen beteiligt ist. Eine dritte Erkla-
rung kénnte jedoch auch die bei vielen Patienten vermutete dauerhafte CD-
Besiedlung darstellen. In diesem Fall kdnnten die Darmwandverdickungen die
Folge hiervon sein, ohne dass die Darmwanddickenwerte mit den jeweils erho-
benen CD-Befunden korrelieren missten.
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4.2.5.2 DIOS

Die Ursachen fur die Entwicklung eines DIOS sind multifaktoriell und bis heute
nicht vollstandig aufgeklart. Die Vermutung, dass Kinder mit Mekoniumileus
spater bevorzugt ein DIOS entwickeln, hat sich nur fir Kinder mit operiertem
Mekoniumileus bestétigt [27,30,33]. Im Vordergrund steht sicherlich die Dys-
funktion des Pankreas, sowie auch das durch abnorme Sekrete und pH-
Verschiebungen verdnderte intestinale Milieu mit resultierenden Motilitats-
stérungen und verlangerter oro-coecaler Transitzeit [25,27]. Jedoch sind auch
Falle von DIOS-Episoden pankreassuffizienter Patienten beschrieben [26,83].
Weitere Risikofaktoren sind abrupte Erhéhung der Enzymdosis und FlUssig-
keitsmangel.

In der Tabinger Mukoviszidoseambulanz wurde in den letzten Jahren bei eini-
gen CF-Patienten mit rezidivierender DIOS-Symptomatik ein wiederholter
Nachweis von CD-Toxin beobachtet. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit
Uberprift, ob ein Zusammenhang zwischen DIOS-Anamnese und CD-Besied-
lung bzw. Toxinexpression nachweisbar ist.

Obwohl Patienten mit DIOS-Anamnese nicht signifikant haufiger mit CD besie-
delt waren als Patienten ohne DIOS-Anamnese, zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen DIOS-Episoden und CD-Toxinexpression. Unter der Ein-
schrankung, dass die Befunderhebung fur beide Parameter zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten erfolgt ist, legen die Ergebnisse den Schluss nahe, dass bei
diesen Patienten bestimmte Risikofaktoren wirksam werden, die beide Erkran-
kungen begtinstigen, wie z.B. ein bei bestimmten Mutationen besonders aus-
gepragter CFTR-Defekt . Denkbar ist aber auch, dass eine Neigung zu DIOS
die Expression von Toxinen férdert oder umgekehrt eine Toxinexpression die
Entwicklung eines DIOS z.B. durch subklinische Darminflammation begtinstigt.
Far letzteren Fall misste man allerdings eine relativ langfristige Konstanz der
Toxinexpression voraussetzen, da die Toxinnachweise in der untersuchten Pa-
tientengruppe in etwa dem Status entsprechen mussten, der auch schon vor
Auftreten des DIOS bestand.

In der Literatur gibt es noch keine Untersuchungen hierzu. Es existieren jedoch

Beschreibungen von atypisch verlaufenden CD-assoziierte Colitiden, die sich in
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DIOS-ahnlichen Beschwerden duBern, aber auf adaquate Behandlung der CD-
Infektion ansprechen [8,99]. Flr die Hypothese einer CD-assoziierten Entwick-
lung von DIOS-ahnlichen Symptomen spricht auch die Beobachtung, dass bei
den 9 Patienten, die in der Querschnittsbefragung DIOS-&hnliche Symptome
wie Obstipation und Erbrechen angaben, durchweg toxigene (8) bzw. ein nicht
klassifizierbarer CD-Stamm nachgewiesen werden konnten. Demgegenlber
hatten Patienten mit Durchfall, Ubelkeit u.a. Beschwerden haufig auch keinen
CD-Nachweis oder einen Nachweis nicht toxigener Stamme (s. Anhang 6.4,
Tabelle 22). Méglicherweise werden aber auch CD-assoziierte Colitiden falsch-
lich als DIOS missgedeutet [8]. Um die Rolle der Toxine bzw. von CD fir die
Entstehung eines DIOS besser einschatzen zu kénnen, waren weitere prospek-

tive Studien erforderlich.

4.2.5.3 Mekoniumileus

DIOS und Mekoniumileus sind Darmmanifestationen, die sich in einer Darm-
motilitdtsstérung mit Darmobstruktion duBern. Wahrend beim Mekoniumileus
die Ursachen meist eine schwere exokrine Pankreasinsuffizienz und CFTR-
bedingte Darmmanifestationen der CF sind, kommen beim DIOS zusatzliche
exogene Faktoren hinzu.

Bei insgesamt 14 der untersuchten Patienten lag bei Geburt ein Mekoniumileus
vor. Obwohl dieser &hnlichen Einflissen unterliegt wie das DIOS, konnte weder
eine Korrelation zum erh6htem CD-Nachweis noch zum Nachweis von Toxinen
aufgezeigt werden. Da der vermutete Zusammenhang zwischen Mekoniumileus
und dem Auftreten von DIOS-Episoden nicht bestatigt werden konnte
[27,30,33], ist eher davon auszugehen, dass beim DIOS zusétzliche Faktoren
vorhanden sein massen, die in Zusammenhang mit der Toxinexpression ste-
hen.

4.3 Bedeutung von CD bei CF

Patienten mit Zystischer Fibrose gelten als Risikopopulation flr eine Infektion
mit CD. Die Bedeutung einer CD-Infektion bei CF-Patienten ist jedoch bis heute
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nicht eindeutig geklart. CF-Patienten und Neugeborene gelten als die einzigen
Personengruppen, die trotz hoher CD-Besiedlungsrate und Toxinnachweisrate
relativ selten Erkrankungszeichen zeigen.

Obwohl in dieser Studie die CD-Pravalenz mit Gber 60% wesentlich hdéher lag
als in bislang publizierten Untersuchungen, traten bei keinem Patienten klinisch
manifeste, CD-assoziierte Beschwerden auf, sodass eine Kolonisierung mit CD
(v.a. auch mit toxigenen CD-Stadmmen) fir CF-Patienten kein erhdhtes Risiko
flr eine CD-assoziierte Erkrankung auch unter Antibiotikagabe darstellt.
Auffallend war weiterhin die fehlende Korrelation zu ,klassischen“ Risikofakto-
ren wie Antibiotikaeinnahme und Hospitalisation, méglicherweise als Ausdruck
eines veranderten Behandlungsumfeldes.

Die Klarung der Bedeutung der erhéhten CD-Pravalenz bei Patienten mit ein-
geschrankter Lungenfunktion sowie der hdheren Toxinexpression bei Patienten
mit DIOS-Anamnese stellt eine interessante Fragestellung flr nachfolgende
Studien dar.
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5 Zusammenfassung

Patienten mit Zystischer Fibrose (CF) sind durch haufige Krankenhausaufenthalte und
Antibiotikatherapien eine Risikogruppe fir Clostridium difficile (CD)-Infektionen. Ob-
wohl CF-Patienten alteren Studien zufolge keine erhdhte Inzidenz von symptomati-
schen CD-Infektionen aufweisen, gab es jedoch immer wieder Berichte von schweren,
teils auch atypisch (d.h. ohne Durchfall und mit variabler abdominaler Symptomatik)
verlaufenden CD-Infektionen. Zudem treten bei CF-Patienten haufig Darmwandver-
dickungen auf, deren Pathomechanismus bislang noch unklar ist und die méglicher-
weise mit einer CD-Infektion in Verbindung stehen kdnnten. In dieser Studie sollte der
Frage nach der CD-Pravalenz im Stuhl bei CF-Patienten und der klinischen Relevanz
von CD-Infektionen sowie krankheitsspezifischen Auswirkungen auf den Darm bei CF-
Patienten nachgegangen werden.

In einer Querschnittstudie wurde zum einen die Pravalenz von CD-Stdmmen und der
CD-Toxin-Ausscheidung im Stuhl im Vergleich zu friheren Studien und zu anderen
Risiko-Patienten aus demselben Klinikum ermittelt. Zum anderen wurden mégliche
durch eine CD-Infektion assoziierte klinische Symptome und Risikofaktoren fiir eine
CD-Infektion erfasst. In einer Ldngsschnittstudie wurde innerhalb von zwei Jahren die
Haufigkeit von CD-assoziierten Kolitiden unter Antibiotikatherapie bestimmt.

65 Patienten der TUbinger CF-Ambulanz nahmen an der Querschnittuntersuchung teil.
Sie wiesen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (29 Patienten der hamato-onkologi-
schen Ambulanz Tdbingen) eine signifikant héhere Pravalenz von CD auf (63% vs.
7%). Dabei nahm die Besiedlungsrate mit zunehmendem Alter ab (>80% im ersten LJ.
auf 25% im 18. LJ). Die insgesamt sehr hohe CD-Pravalenz zeigte sich unabhangig
von einer aktuellen Antibiotikagabe und Aufenthalt in stationdren Einrichtungen inner-
halb der letzten zwei Jahre. Der Einfluss von Antibiotika war zusatzlich in der Langs-
schnittstudie an 19 Patienten genauer untersucht worden: Bemerkenswerterweise
zeigte sich auch unter Antibiose eine relative Konstanz im CD-Besiedlungsstatus, ob-
wohl im Kontrollzeitraum nach Antibiose eine leichte Zunahme toxigener Stdmme zu
verzeichnen war. Es konnte kein férdernder Einfluss der Antibiotikatherapiezyklen auf
die Toxinexpression festgestellt werden.

Erstaunlicherweise zeigten Patienten mit einer eingeschrankten Lungenfunktion eine
signifikant héhere CD-Pravalenz, als Patienten mit guter Lungenfunktion. Bei Patienten
mit einem ,distalen intestinalen Obstruktions-Syndrom* (DIOS) in der Anamnese ge-
lang vergleichsweise h&ufiger der Nachweis von CD-Toxinexpression als bei Patienten
ohne DIOS-Anamnese. Kein Zusammenhang konnte jedoch zwischen Mekoniumileus-
Anamnese und CD-Nachweis bzw. Toxinexpression gezeigt werden. Die bei der Mehr-
zahl der untersuchten Patienten sonographisch feststellbaren Wandverdickungen im
Kolon, Coecum und terminalem lleum korrelierten nicht mit einer CD-Kolonisation oder
CD-Toxinexpression.

Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
gastrointestinalen Beschwerden und der Besiedlung mit toxigenem CD oder Toxin-
produktion aufgezeigt werden. Allerdings zeigte sich die Tendenz, dass mit zunehmen-
der Beschwerdesymptomatik auch die Besiedlungsrate mit CD anstieg.

Die klinische Relevanz einer CD-Infektion scheint fir CF-Patienten eher gering zu sein.
Die hohe CD-Pravalenz stellt somit kein erhdhtes Risiko fur eine klinisch manifeste
Erkrankung bei CF dar.
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6 Anhang

6.1 Anlagen (Fragebdgen und Patientenbriefe)

A: Informationsbrief und Einverstdndnis zur Querschnittstudie
B: Informationsbrief und Einverstandnis zur Langsschnittstudie
C: Entsprechende Informationen fiir die Kontrollgruppe

D: Anweisung fur die Patienten zur Probennahme

E: Fragebogen zur Querschnittstudie (QS)

F: Fragebdgen zur Langsschnittstudie (LS-AB ; LS-KO)
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Liebe Patienten, liebe Eltern,

Im Rahmen einer wissenschaftlichen Untersuchung fiihrt die CF-Ambulanz der Universitéts-
kinderklinik Tiibingen eine Studie durch, die die Besiedlung des Magen-Darm-Traktes von
CF-Patienten mit dem Bakterium Clostridium difficile und daraus folgende Auswirkungen
untersucht.

Patienten mit Mukoviszidose haben hdufigen Kontakt zu Krankenhdusern und erhalten oft
Antibiotika. Das sind zwei Faktoren, die das Risiko erhohen, sich mit Clostridium difficile
anzustecken.

Clostridium difficile (CD) ist ein Bakterium, das gelegentlich im Boden, im Kot von Tieren, im Wasser, aber
auch in der Darmflora gesunder Kinder und Erwachsener vorkommen kann. Bei ca. 30-50% der gesunden
Kleinkinder (0-2 Jahre) und 1-8% der gesunden Erwachsenen ist es nachgewiesen.

Studien zufolge sind ca. 50% der Mukoviszidose-Patienten Triger dieses Keimes. Die Ansteckungsquelle
scheint in den meisten Fillen das Krankenhaus zu sein.

CD bildet zwei Toxine, A und B, die fiir die Beschwerdesymptomatik verantwortlich sind.

Die Krankheit beginnt meist unter Antibiotikatherapie oder kurz danach. Erkrankungszeichen, die auf eine
Infektion mit CD hinweisen, konnen in unterschiedlichster Ausprigung auftreten. Sie reichen angefangen von
symptomfreier Trigerschaft iiber Magen-Darm-Beschwerden wie Durchfall, Ubelkeit und Erbrechen bis hin zu
schwersten Darmentziindungen (wie z.B. der pseudomembrandsen Kolitis) und deren schlimmstenfalls todlich
verlaufenden Komplikationen.

Auch an den Darmwénden der Patienten kann es bei der Infektion mit CD zu Verdnderungen im Sinne einer
Verdickung der Darmwand kommen, die sonographisch (durch Ultraschall) erkennbar ist.

Die Ursachen, die zum Ausbruch der Krankheit fiihren, sind nicht genau bekannt. Es wird vermutet, dass die
normale Bakterienflora des Darmes durch bestimmte auslosende Faktoren geschwicht wird und es so zu einer
Ubersiedlung der normalen Bakterienflora durch CD kommt. Zu diesen auslosenden Faktoren zihlen unter
anderem Antibiotika.

Um deutlichere Zusammenhénge zwischen den mit CD besiedelten Patienten und bei ihnen
auftretenden Magen-Darm-Beschwerden unter Antibiotikatherapie erkennen zu konnen, fiihrt
die Universititskinderklinik Tiibingen fiir die Zeit von ca. einem Jahr eine Studie durch.

Teil 1: Querschnittuntersuchung von Patienten der Tiibinger Mukoviszidose-Ambulanz zur
Besiedlung mit Clostridium difficile (CD)

Bei dieser Untersuchung soll unter anderem ermittelt werden, bei wie vielen Patienten der
Tiibinger Mukoviszidose-Ambulanz CD nachweisbar ist, und ob zum Zeitpunkt der
Untersuchung Krankheitszeichen im Sinne von Magen-Darm-Beschwerden vorliegen.
Dafiir werden jedem Patienten ein Stuhlrohrchen und ein Stuhl-Abstrichréhrchen zusammen
mit einem Fragebogen zugesandt, welchen dieser dann ausgefiillt zusammen mit den
Stuhlproben an die Klinik zur Auswertung zuriickschickt.

Teil 2: Auswirkung von Clostridium difficile (CD) unter Antibiotikatherapie

Hieran nehmen diejenigen Patienten teil, die innerhalb der Laufzeit der Studie Antibiotika
einnehmen miissen. In Anlehnung an Teil 1 werden dabei die Auswirkungen der
Antibiotikatherapie auf die Besiedlung des Darmes mit CD und auf evtl. dadurch ausgeldste
Beschwerden ermittelt.

Die Untersuchung wird unmittelbar vor Beginn und nach Abschluss der Antibiotikatherapie
sowie in einem Zeitraum von 4 Wochen danach durchgefiihrt. Hierfiir ist es notwendig,
mehrmals Stuhlproben des Patienten zu untersuchen und insgesamt zwei Fragebdgen
auszufiillen. In diesen konnen gegebenenfalls die auftretenden Beschwerden notiert werden.
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Die Stuhlproben kénnen allesamt auf dem Postweg in vorfrankierten Umschldgen zur Klinik
gesandt werden. Es miissen somit keine zusitzlichen Fahrten nach Tiibingen unternommen
werden.

Falls man jedoch in der Stuhlprobe eines Patienten CD nachweist, wird dieser gebeten, zu
einer Ultraschallkontrolle in die Ambulanz zu kommen, um mogliche durch CD bedingte
Darmwandverinderungen feststellen zu konnen. (Bei dieser Kontrolle kann gleichzeitig die
jahrliche Routinesonographie des Darmes durchgefiihrt werden.)

Bei stirkerer Beschwerdesymptomatik wird ggf. eine Therapie eingeleitet und weitere
Stuhlproben untersucht.

(Bitte beachten Sie, dass sich fiir Sie oder Ihr Kind durch die Teilnahme an dieser Studie
hinsichtlich der Therapie keine Anderung gegeniiber der normalen Vorgehensweise bei einer
Infektion mit Clostridium difficile ergibt. Lediglich die Diagnostik wird durch die
Untersuchung mehrerer Stuhlproben und ggf. einer Ultraschalluntersuchung des Darmes
intensiviert.

Die Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie haben die Moglichkeit, sich auch nur an
einem Teil der Studie zu beteiligen und konnen diese jederzeit abbrechen; damit die Studie
aber aussagekriftig ist, ist es wiinschenswert, dass moglichst viele Patienten mitmachen.

Falls Sie bereit sind, am ersten Teil dieser Studie teilzunehmen, bitte ich Sie, beiliegende
Einverstdndniserkldarung auszufiillen und an uns zuriickzusenden. Sie werden dann zu Beginn
des nédchsten Jahres (innerhalb des Zeitraumes von Januar bis April 2003) ein Stuhlréhrchen
und ein Stuhl-Abstrichrohrchen zusammen mit einem Fragebogen von uns zugesandt
bekommen.

Das Einverstindnis fiir den zweiten Teil der Studie erteilen Sie erst, falls Sie von Ihrem
Ambulanz- oder Hausarzt ein neues Antibiotikum verschrieben bekommen und Sie zu diesem
Zeitpunkt am zweiten Teil der Studie teilnehmen mochten.

Nach Abschluss der Studie werden alle daran teilnehmenden Patienten von deren Ergebnis
informiert.

Mit freundlichen Griilen —

Dr. med. Rita Ziebach Birgit Dietsche
(Doktorandin)
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Name und Anschrift des Patienten :

Einverstindniserklirung zur Studienteilnahme
Dr. med. R. Ziebach

Tel.: 07071/29-83781

Universitédtskinderklinik Tiibingen

Hoppe-Seyler-Str.1
72076 Tiibingen

Hiermit teile ich mit, dass

am 1. Teil der Studie (Querschnittuntersuchung von Patienten der Tiibinger
Mukoviszidose-Ambulanz zur Besiedlung mit Clostridium difficile)

O teilnehmen mochte

O nicht teilnehmen mochte.

Mir ist bekannt, dass die Teilnahme an der Untersuchung vollkommen freiwillig ist und dass das Einverstéindnis
jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile widerrufen werden kann.

Der Umgang mit den erhobenen Daten erfolgt vertraulich. Die Angaben werden ausschlieBlich zu
Studienzwecken benutzt.

Ich wurde iiber Ziele, Dauer, Ablauf und Nutzen der Studie informiert.

Datum:

Unterschrift:

(Bitte bis spitestens zuriicksenden)
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Liebe Patienten, liebe Eltern,

Vielen Dank fiir Ihre Bereitschaft, am zweiten Teil der Studie iiber Clostridium difficile (CD)
teilzunehmen.

Fragestellungen dieser Untersuchung:

*Wie wirken sich Antibiotika auf die Besiedlung des Darmes mit Clostridium difficile und dessen
Toxinproduktion aus?

*Welche Beschwerden werden dadurch zu welchem Zeitpunkt und in welcher Intensitét ausgelost?

Vorgehensweise: Die Erkrankung durch CD beginnt erfahrungsgeméifl wihrend der
Antibiotikatherapie oder kurz danach.

Damit unsere Untersuchung diesen Zeitraum moglichst vollstindig erfasst, werden wir am Tag vor
Beginn der ersten Antibiotikaecinnahme mit dieser Studie beginnen und vier Wochen nach Ende der
letzten Antibiotikaeinnahme abschlie3en.

Materialien: - 2 Fragebogen
- 4 Stuhlabnahmesets. Diese enthalten jeweils:
- ein Stuhlrohrchen und ein AbstrichrGhrchen
- ein Plastikbeutel [,,BBL GasPak Pouch*] mit Reaktionsstarter und Verschlussclip
- eine vorfrankierte und adressierte Versandtasche

Untersuchungszeitraum: Die Untersuchung beginnt, wenn:
- ein Antibiotikum neu eingenommen wird (bzw. bei Beginn einer i.v.-Therapie) oder wenn
- ein Antibiotikumswechsel stattfindet.

Der Beginn der Untersuchung richtet sich also allein nach den Umsténden bei Ihnen
(Antikbiotikaverordnung). Sie erhalten keine gesonderte Aufforderung zum Beginn der
Untersuchung, sondern beginnen, wenn die genannten Umstédnde eintreten.

Ich bitte Sie, mir zu diesem Zeitpunkt eine kurze telephonische Riickmeldung zu geben, damit ich
die Untersuchung der Stuhlproben terminlich koordinieren kann. (Telefonnummer siche unten)

Der Untersuchungszeitraum selbst wird in folgende zwei Abschnitte unterteilt (siehe auch Ubersicht nichste
Seite):

1. Abschnitt: Zeitraum der Antibiotikaeinnahme

Hier benétigen Sie den Fragebogen Nr. 1 und zwei, ggf. drei Stuhlabnahmesets.
Die Dauer dieses Abschnittes betridgt insgesamt 15 Tage.

Fragebogen: Sie beginnen am Tag 0 (d.h. am Tag vor Beginn der Antibiotikaecinnahme) mit dem Ausfiillen
des Fragebogens und fiihren dies die folgenden 15 Tage fort. Tag 15 entspricht dann dem Tag, an dem das
Antibiotikum nicht mehr eingenommen wird.

Stuhlproben: An folgenden Tagen nehmen Sie eine Stuhlprobe unter Benutzung von jeweils einem

Stuhlabnahmeset ab und senden diese noch am selben Tag an uns:

- am Tag 0 (also vor der ersten Einnahme des Antibiotikums)

- am Tag 15 (Tag nach der letzten Einnahme des Antibiotikums)

- dazwischen nur, wenn sich Beschwerden wie Bauchschmerzen, Bldhungen, Ubelkeit, Erbrechen,
Durchfall, Verstopfung, usw. einstellen: Bitte nehmen Sie in diesem Falle unverziiglich telefonisch
Kontakt zu mir auf (Telefonnummer siehe unten), damit wir die weitere Vorgehensweise individuell
besprechen konnen.
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2. Abschnitt: Zeitraum von 4 Wochen nach Beendigung der Antibiotikatherapie

Hier benétigen Sie den Fragebogen Nr. 2 und ein, ggf. zwei Stuhlabnahmesets.
Die Dauer dieses Abschnittes betrdgt insgesamt 4 Wochen.

Fragebogen: Sie beginnen mit dem Ausfiillen des Fragebogens am ersten Tag nach Beendigung der

Antibiotikaeinnahme (das heifit also, wenn Sie die Antibiotikatherapie z.B. am Mittwoch beendet haben,

beginnen Sie mit dem Ausfiillen der Tabelle am Donnerstag).

Stuhlprobe: An folgenden Tagen nehmen Sie eine Stuhlprobe unter Benutzung von jeweils einem

Stuhlabnahmeset ab und senden diese noch am selben Tag an uns:

- am letzten Tag des vierwochigen Beobachtungszeitraumes

- dazwischen nur, wenn sich Beschwerden wie Bauchschmerzen, Blihungen, Ubelkeit, Erbrechen,
Durchfall, Verstopfung, usw. einstellen: Bitte nehmen Sie in diesem Falle unverziiglich telefonisch
Kontakt zu mir auf, damit wir die weitere Vorgehensweise individuell besprechen kénnen:

Telefon: B. Dietsche 07071/ 368750 (am besten abends zwischen 20.00 und 21.30 Uhr)

Unter dieser Nummer konnen Sie mich auch erreichen, wenn Sie andere wichtige Fragen haben
z.B. zur Probennahme bzw. zur Beantwortung der Fragebogen oder zum zeitlichen Schema (z.B.
Antibiotikatherapie-Verordnung fiir 3 Wochen statt 2 Wochen) o.4..

Wird in Threr Stuhlprobe das Toxin (Giftstoff) von Clostridium difficile nachgewiesen, werden wir
Sie telefonisch benachrichtigen und einen Ambulanztermin mit Ihnen vereinbaren.

An diesem Termin fithren wir eine Ultraschalluntersuchung des Darmes durch, um eventuelle
infektionsbedingte Verdnderungen feststellen und dokumentieren zu konnen. (Bei dieser Kontrolle
kann gleichzeitig die jdhrliche Routinesonographie des Darmes durchgefiihrt werden.)

Bei bestehender Beschwerdesymptomatik wird gegebenenfalls eine Therapie eingeleitet und
weitere Stuhlproben untersucht.

Mit freundlichen Griilen —

Dr. med. Rita Ziebach Birgit Dietsche
(Doktorandin)
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Ubersicht iiber den Studienverlauf und die Zeitpunkte der Stuhlabnahme:

1. Abschnitt: 2. Abschnitt:
Zeitraum der Kontrollzeitraum
Antibiotikaeinnahme (4 Wochen ab Ende der Antibiotikatherapie)
(14 Tage)
Fragebogen 1 Fragebogen 2
N A
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Name und Anschrift des Patienten:

Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme

Dr. med. R. Ziebach

Tel.: 07071/29-83781
Universitatskinderklinik Tabingen
Hoppe-Seyler-Str.1

72076 Tubingen

Hiermit gebe ich mein Einverstandnis, dass

am 2. Teil der Studie (Auswirkungen von Clostridium difficile unter Antibiotikatherapie)

teilnehmen mochte.

Mir ist bekannt, dass die Teilnahme an der Untersuchung vollkommen freiwillig ist und
dass das Einverstandnis jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile
widerrufen werden kann.

Der Umgang mit den erhobenen Daten erfolgt vertraulich. Die Angaben werden
ausschlieBlich zu Studienzwecken benutzt.

Ich wurde Uber Ziele, Dauer, Ablauf und Nutzen der Studie informiert.

Datum:

Unterschrift:
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Liebe Patienten, liebe Eltern der himato-onkologischen Ambulanz
Tiibingen

Im Rahmen einer wissenschaftlichen Studie untersucht die Mukoviszidose-
Ambulanz Tiibingen die Auswirkungen von Antibiotikatherapien auf den
Magen-Darm-Trakt bei Mukoviszidose-Patienten.

Dabei ist es notwendig, diese Patienten mit einer Kontrollgruppe zu
vergleichen (Kontrollgruppe: Patienten, die ebenfalls in der Kinderklinik Tiibingen
behandelt werden und gelegentlich Antibiotika einnehmen).

Wir wollen Sie daher bitten, uns einmalig eine Stuhlprobe von Thnen/ bzw.
Ihrem Kind zur Untersuchung auf einen pathogenen (krankmachenden)
Darmkeim (Clostridium difficile) zur Verfiigung zu stellen und einen darauf
bezogenen Fragebogen auszufiillen.

Die Stuhlprobe kann auf dem Postweg in einem vorfrankierten Umschlag zur
Klinik gesandt werden. Es entstehen Thnen somit keine Kosten und Sie miissen
keine zusdtzlichen Fahrten nach Tiibingen unternehmen.

Da die Stuhlprobe unter Abschluss von Sauerstoff transportiert werden muss, 1st
es notwendig die Stuhlprobe in einem bestimmten Aufbewahrungssystem,
welches Sie von uns mit genauer Anleitung erhalten, zu verschicken.

Wenn Sie bereit sind an dieser Studie teilzunehmen, fiillen Sie bitte
nachfolgende Einverstdndniserkldrung aus und geben Sie sie in Ihrer Ambulanz
ab. Wir werden uns dann demnéchst mit Thnen in Verbindung setzen.

Nach Abschluss der Untersuchung werden wir Sie iiber Thr personliches
Ergebnis informieren.

Mit freundlichen Griilen

Dr. med. Rita Ziebach Birgit Dietsche

Mukoviszidose ist eine angeborene und derzeit unheilbare chronische Erbkrankheit. Infolge
eines Gendefektes wird in vielen Organen des Korpers ein zihfliissiger Schleim gebildet, der
bereits im Kindesalter schwere Krankheitserscheinungen verursachen kann. Die Patienten
leiden an stindigem Husten mit Auswurf, Bronchitis, Lungenentziindungen und zunehmender
Atemnot. Der hiufige Einsatz von Antibiotika ist deshalb unumgiinglich. Nebenwirkungen
zeigen sich oft in einer Fehlbesiedlung des Magen-Darm-Traktes mit pathogenen Bakterien
wie z. B. Clostridium difficile und daraus folgenden Magen-Darm- Beschwerden.
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Name des Patienten:
Stra3e, Hausnummer:
PLZ, Wohnort:
Telefon:
Geburtsdatum:

Einverstindniserklirung zur Studienteilnahme

Dr. med. R. Ziebach

Tel.: 07071/29-83781
Universitédtskinderklinik Tiibingen
Hoppe-Seyler-Str.1

72076 Tiibingen

Hiermit teile ich mit, dass

in der Kontrollgruppe der Studie (Querschnittuntersuchung von Patienten der Tiibinger
Mukoviszidose-Ambulanz zur Besiedlung mit Clostridium difficile)

O teilnehmen mochte.

Mir ist bekannt, dass die Teilnahme an der Untersuchung vollkommen freiwillig ist und dass
das Einverstindnis jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile widerrufen
werden kann.

Der Umgang mit den erhobenen Daten erfolgt vertraulich. Die Angaben werden
ausschlieBlich zu Studienzwecken benutzt.

Ich wurde uiber Ziele, Dauer, Ablauf und Nutzen der Studie informiert.

Datum:

Unterschrift:
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Liebe Patienten, liebe Eltern der hiamato-onkologischen Ambulanz
Tiibingen,

Vielen Dank fiir Ihre Bereitschaft, an der Studie "Antibiotikatherapie bei
Mukoviszidose-Patienten: ihre Auswirkung auf den Magen-Darm-Trakt" als
Kontrollgruppe teilzunehmen.

Bei dieser Untersuchung soll ermittelt werden, bei wie vielen Patienten der
hidmato-onkologischen Ambulanz Tiibingen das Bakterium Clostridium difficile
oder seine Toxine (Giftstoffe) im Stuhl nachweisbar sind, und ob zum Zeitpunkt
der Stuhlprobenentnahme Krankheitszeichen im Sinne von Magen-Darm-
Beschwerden Vorliegen (siehe beiliegender Fragebogen).

Die Ergebnisse werden dann mit den Befunden aus der Mukoviszidose-
Ambulanz verglichen und ausgewertet.

Bitte senden Sie ihre Stuhlproben im folgenden Zeitraum ab:

Von Samstag, dem bis (einschl.) Mittwoch, den

(Die Stuhlprobe kann innerhalb dieses Zeitraumes von ihnen abgenommen und zu uns
geschickt werden. Da die Probe nach zwei, spitestens drei Tagen von uns bearbeitet werden
muss, sollte sie uns nach der Abnahme baldmoglichst zugesandt werden.)

Falls der angegebene Zeitraum fiir Sie nicht giinstig ist, teilen Sie mir dies telefonisch mit; wir
machen dann einen neuen Termin aus. Auch bei Fragen zur Probennahme bzw. zur
Beantwortung des Fragebogens konnen Sie mich unter folgender Telefonnummer erreichen:
Birgit Dietsche 07071/ 368750

Nach Abschluss der Untersuchung werden wir Sie und gegebenenfalls ihren
Ambulanzarzt tiber ihr personliches Ergebnis informieren.

Mit freundlichen Griilen

Dr. med. Rita Ziebach Birgit Dietsche
(Doktorandin)
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Liebe Patienten, liebe Eltern,

Vielen Dank fiir Ihre Bereitschaft, an der Studie iiber Clostridium difficile
teilzunehmen.

In dieser ersten Untersuchung soll ermittelt werden, bei wie vielen Patienten der
Tiibinger Mukoviszidose-Ambulanz Clostridium difficile nachweisbar ist und ob zum
Zeitpunkt der Stuhlprobenentnahme Krankheitszeichen im Sinne von Magen-Darm-
Beschwerden vorliegen.

Fiir die Untersuchung Threr Stuhlproben ist folgender Termin vorgesehen:
Dienstag
Mittwoch

(D.h. die Stuhlproben sollten frithestens am Dienstag, spitestens jedoch am Mittwoch bei uns
eintreffen. Da die Proben spitestens nach zwei Tagen von uns bearbeitet werden miissen, sollten sie
am besten in der Zeit von Sonntagmittag bis Montagabend abgenommen werden.)

Falls der angegebene Termin fiir Sie nicht giinstig ist, teilen Sie mir dies telefonisch mit; wir machen
dann einen neuen Termin aus. Auch bei wichtigen Fragen zur Probennahme bzw. zur Beantwortung
des Fragebogens konnen Sie mich unter folgender Telefonnummer erreichen:

Birgit Dietsche 07071/ 368750

Wird in Threr Stuhlprobe das Bakterium Clostridium difficile nachgewiesen, werden
wir Sie telefonisch benachrichtigen und einen Ambulanztermin mit Ihnen vereinbaren.
An diesem Termin fithren wir eine Ultraschalluntersuchung des Darmes durch, um
eventuelle infektionsbedingte Verdnderungen feststellen und dokumentieren zu
konnen. (Bei dieser Kontrolle kann gleichzeitig die jihrliche Routinesonographie des Darmes
durchgefiihrt werden.)

Bei bestehender Beschwerdesymptomatik wird gegebenenfalls eine Therapie
eingeleitet und weitere Stuhlproben untersucht.

Sofern Sie im Verlauf dieses Jahres (2003) eine Antibiotikatherapie erhalten, wire es - egal ob der
Stuhlprobenbefund Ihrer Stuhlprobe positiv oder negativ war - wichtig, die Besiedlung des Darmes
mit Clostridium difficile und dessen mogliches veridndertes Verhalten unter Antibiotikatherapie zu

untersuchen.

Es wire daher zu empfehlen, dass Sie in diesem Fall auch am zweiten Teil der Studie teilnehmen,

iiber die Sie in einem gesonderten Schreiben noch informiert werden.

Mit freundlichen Griien

Dr. Rita Ziebach Birgit Dietsche
(Doktorandin)
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Bitte lesen Sie zuerst alle Anweisungen genau durch, bevor Sie mit der
Probenentnahme beginnen.

1. Sie haben von uns ein Stuhlréhrchen [Abb. A] erhalten.Wir bitten Sie, das
Stuhlrohrchen mit einer frischen Stuhlprobe zu fiillen. Das Stuhlrohrchen
sollte dabei mindestens zu einem Viertel mit Stuhl gefiillt sein.

Nehmen Sie bitte das Stuhlrohrchen und stecken Sie es in das Anaerobier-
Transportsystem [,,BBL GasPak Pouch®]. Sie erfahren im Anhang auf der

nédchsten Seite, wie Sie das genau tun miissen.
(Da Clostridium difficile nur unter anaeroben Bedingungen kultiviert werden kann [d.h. es
tiberlebt nur, wenn kein Sauerstoff vorhanden ist], ist es notwendig, diese Stuhlprobe sofort
in ein Transportsystem zu bringen, aus dem der Sauerstoff entzogen wird.)

2. Nehmen Sie ebenfalls mit dem beiliegenden Abstrichtupfer [Abb. B] eine
Stuhlprobe

(Tauchen Sie das Stibchen mit dem Wattetupfer kurz in den Stuhl ein und stecken Sie ihn
anschliefend in das beiliegende Aufbewahrungsrohrchen. Den Deckel des
Aufbewahrungsrohrchens 6ffnen Sie am besten, indem Sie an diesem drehen und
gleichzeitig daran ziehen. Achten Sie bitte darauf, dass der Abstrichtupfer nur mit der
Stuhlprobe in Kontakt kommt.)

3. Beantworten Sie noch am selben Tag den dazugehorigen Fragebogen
(siehe hinten).

4. Bitte senden Sie alles umgehend im beigelegten Briefumschlag an uns

zuriick.
(Um moglichst unverfilschte Ergebnisse zu erzielen, sollten die Stuhlproben von uns nach
spitestens zwei Tagen bearbeitet werden konnen. Wichtig: Bewahren Sie die Stuhlproben
bis zu ihrer Absendung im Kiihlschrank auf!)

Abb. A Abb. B
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Anhang: Anleitung zum Anaerobier-Transportsystem

Das System besteht aus: - einem Plastikbeutel [,,BBL GasPak Pouch‘,Abb. 1]

- einem Indikatorstreifen [Abb. 2]
(Dieser befindet sich bereits im Plastikbeutel. Er zeigt an, wenn kein Sauerstoff
mehr vorhanden ist. Zu Beginn hat sein Reaktionszentrum eine blauliche Farbe, die
dann nach erfolgtem Sauerstoffentzug nach 2-4 Stunden in eine wei3e Farbe
umschligt.)

- einem Reaktionsstarter [Abb. 3]
- einem Verschlussclip [Abb. 4]

1. Offnen Sie bitte den Verschlussclip [Abb. 4] am Plastikbeutel [Abb. 1]. Offnen Sie ebenfalls das
Flaschchen mit dem Reaktionsstarter [Abb. 3] (evtl. Schere verwenden) und giefen Sie die blaue
Fliissigkeit in den extra abgeteilten Kanal im Plastikbeutel, der mit der Aufschrift ,,Reagent
Channel* beschriftet ist.

Halten Sie dabei den Plastikbeutel aufrecht, damit die Fliissigkeit nach unten auf das dort
vorhandene saugfihige Papierkissen lauft.

2. Stellen Sie nun das Stuhlréhrchen mit der frischen Stuhlprobe in den Plastikbeutel neben den
Indikatorstreifen [Abb. 2]. Der braune Deckel des Stuhlrohrchens darf dabei vorerst noch nicht
verschlossen werden, sondern sollte so aufgesetzt sein, dass noch ein Spalt vorhanden ist, durch den
ein Luftaustausch moglich ist. Nur so kann der Sauerstoff, der auch in dem Réhrchen vorhanden ist,
durch die stattfindende Reaktion entfernt werden.

3. Nun konnen Sie den Beutel mit dem Verschlussclip [Abb. 4] wieder verschlieen.
4. Wenn die Reaktionszone des Indikatorstreifens eine weille Farbe anzeigt (nach ca. 2-4 Stunden),
schliefen Sie nun von auflen (d.h. ohne den Plastikbeutel dabei noch einmal zu 6ffnen!) den Deckel

des Stuhlrohrchens fest zu.

5. Nun konnen Sie den Transportbeutel zu den anderen Proben in den an die Klinik adressierten
Briefumschlag stecken und an uns zuriicksenden.

s,Reagent Channel*
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Symptomfragebogen zur Querschnitterhebung PAT.-ID:

Datum der Abnahme der Stuhlprobe:
Dokumentationsdatum dieses Fragebogens:

1. Haben Sie bzw. Ihr Kind (also der CF-Patient) z. Zt. Beschwerden im Magen-Darm Bereich, oder
hatten Sie/ hatte es innerhalb des letzten Monats Beschwerden folgender Art:

Durchfall

(Bitte die Spalte ‘normaler Stuhl’ auf jeden Fall ausfiillen, auch wenn kein Durchfall auftrat!)

[J Nein (Falls Sie hier ,,Nein“ ankreuzen, miissen Sie in nachfolgender Tabelle nur die Spalte ‘normaler’
Stuhl ausfiillen. Dies ist deshalb notwendig, da bei Patienten mit Mukoviszidose die Beschaffenheit
des Stuhles und die Haufigkeit der Stuhlentlehrungen oft von der Norm abweichen.)

[]Ja (Falls Sie hier ,,Ja* ankreuzen, miissen Sie in nachfolgender Tabelle die Spalten Durchfall und
‘normaler’ Stuhl ausfiillen.)

Durchfall ‘normaler’ Stuhl

Konsistenz fest, geformt 0 O

breiig [] \

wassrig [ \

schaumig 0 [

anders O ]
Haufigkeit der Stiihle (pro Tag)
Farbe (z.B. braunlich, griinlich,

gelblich,...)
Geruch (normal, sauer, faulig,...)
sichtbare Blutbeimengung [J Nein []Ja [J Nein []Ja
Erhohte Temperatur/ Fieber [ Nein [J Nein
(ca. in °C) [JJa °C []Ja °C
Beginn der Beschwerden
(Datum, ca.)
Dauer in Tagen (ca.)
Verstopfung
[l Nein [l Ja
Héufigkeit der Beginn (Datum, ca.) | Dauer in Tagen (ca.)
Stithle pro Woche

Erbrechen
[ Nein []Ja

Hiufigkeit pro Tag | Beginn (Datum, ca.) | Dauer in Tagen (ca.)

Andere Beschwerden
Nein |Ja |Beschwerden Ausmal} Beginn Dauer in
leicht mittel stark | (Datum, ca.) | Tagen (ca.)

[] 0 Bauchschmerzen
O ] | Ubelkeit

[ [J Blidhungen

0 0 Appetitlosigkeit
[] 0 Unwohlsein

[] [ Sonstiges
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2. Falls Sie bzw. Ihr Kind Beschwerden hatte(n): Haben Sie eine Vermutung, welche Ursache(n)
die Magen-Darm Beschwerden ausgelost haben konnte(n)?

[J Nein [JJa

z.B. Magen-Darm Grippe [
(Erkrankung in Umgebung)

Verdorbene Speisen 0

Fehlerhafte Enzymeinnahme []

Antibiotika 0

Anderes: 0

3. Nehmen Sie bzw. Ihr Kind zurzeit ein oder mehrere Antibiotika ein (auBer Antibiotika zur
Inhalation), oder wurde in den letzten zwei Monaten ein Antibiotikum eingenommen?

[J Nein
[ Ja
Name des Tagesdosis Einnahmebeginn | Einnahmedauer | Grund der Einnahme
Antibiotikums (in ml oder mg, | (Datum bitte in Tagen (ca.) 1= Dauerantibiose
z.B.3x2,5mg) | moglichst genau 2= Atemwegsinfekt
3= Keimnachweis
angeben) 4= RoutinemiBige
i.v.- Therapie wegen
Pseudomonas o.4.
5= Sonstiges (z.B. Ohr-,
Harnwegsentziindung)
6= Grund unbekannt
1.
2.
3.

4. Hatten Sie bzw. Thr Kind in den letzten zwei Jahren einen stationiren Krankenhausaufenthalt
oder waren Sie / war es in einer Rehabilitationsklinik?

[J Nein 00 Ja
Insgesamt wie viele Aufenthalte? Aufenthalt(e)
Wie viele Tage umfassten diese Aufenthalte insgesamt? Tage

Wann war der letzte Aufenthalt (Monat / Jahr)?

5. Sind bei Ihnen bzw. Ihrem Kind Beschwerden aufgetreten, die in diesem Fragebogen nicht oder zu
ungenau abgefragt wurden, listen Sie diese bitte hier auf und beschreiben Sie sie genauer.

[J Nein [ Ja
Genauere Beschreibung:
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Anlage F: Fragebogen LS-AB

Fragebogen Nr.1: Symptomfragebogen zur Antibiotikatherapie

Datum (Beginn dieses Fragebogens):

PAT.-ID:

Name der Antibiotika
A: (falls) bisherige Antibiotika
B: neu verordnete Antibiotika

Dosis
(in ml oder in mg,
z.B.3x 2,5 mg)

Einnahmebeginn
(Datum)

Einnahmeende
(Datum)

Grund der Einnahme
(siehe unten
Zahlenschliissel *1)

Al.

A2

A 3.

A 4.

B 1.

B 2.

B 3.

B4

Tabelle 1

Zahlenschliissel *1) fiir Grund der Einnahme (Tab. 1):

1= Dauerantibiose

2= Atemwegsinfekt

3= Keimnachweis

4= RoutineméBige Prophylaxe

5= Sonstiges, z.B. Ohr-, Harnwegsinfektionen
6=Grund unbekannt

Bitte wenden —
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Tag der 0.(Tag | 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15.(Tag
Antibiotikaeinnahme vor nach Ab-

Be- schluss)
ginn)

Stuhlbeschaffenheit
(siehe unten
Zahlenschliissel*2)

Héufigkeit der Stiihle
(pro Tag)

Auftreten von Nein 0 O 0 O O 0 0 0 0 0 0 O O 0 O 0

Beschwerden Ja 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O O 0 O 0

Art der Beschwerden (bitte
in Ziffern angeben, siehe
unten Zahlenschliissel *3)

Stuhlprobe (ggf. weitere X X
eintragen)

Tabelle 2

Zahlenschliissel *2) fiir Stuhlbeschaffenheit (Tab.2): Zahlenschliissel *3) fiir Beschwerden (Tab. 2):

Je nach Beschaffenheit des Stuhles 1= Durchfall

1= festen, geformt 2= Verstopfung

2= weich 3= Erbrechen

3= breiig 4= Ubelkeit

4= wissrig 5= Bauchschmerzen
5= schaumig 6= Bldhungen

6= anders 7= Appetitlosigkeit

8= Unwohlsein
9= erhohte Temperatur/ Fieber > 37° C
10= sichtbare Blutbeimengung

11= Sonstige Beschwerden:
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Fragebogen Nr.2: PAT.-ID:

Beschwerdedokumentation der 1.-4. Woche nach Antibiotikatherapie

Datum der letzten Einnahme des Antibiotikums:

(Tragen Sie hier das Datum des Tages ein, an dem das Antibiotikum zum letzten Mal eingenommen wurde. Beginnen Sie beim Ausfiillen der
Dokumentationstabelle dann mit dem darauf folgenden Wochentag. Wenn Sie also die Therapie am Mittwoch beendet haben, beginnen Sie beim
Ausfiillen der Tabelle mit Donnerstag.)

1. Woche
Wochentag Montag Dienstag Mittwoch Donnerstag | Freitag Samstag Sonntag
Auftreten von Nein 0 0 0 0 0 0 0
Beschwerden Ja 0 0 0 0 0 0 0

Art der Beschwerden
(bitte in Ziffern an-
geben, siehe unten
Zahlenschliissel *)

Abgabe der Stuhlprobe
(Bitte mit X markieren und
Datum eintragen)

2.Woche
Wochentag Montag Dienstag Mittwoch Donnerstag | Freitag Samstag Sonntag
Auftreten von Nein 0 0 0 0 0 0 0
Beschwerden Ja 0 O O O O [ 0

Art der Beschwerden
(bitte in Ziffern an-
geben, siehe unten
Zahlenschliissel *)

Abgabe der Stuhlprobe
(Bitte mit X markieren und
Datum eintragen)

*) Zahlenschliissel fiir Beschwerden:
1= Durchfall

2= Verstopfung

3= Erbrechen

4= Ubelkeit

5= Bauchschmerzen

6= Bldhungen

7= Appetitlosigkeit

8= Unwohlsein

9= erhohte Temperatur/ Fieber > 37° C
10= sichtbare Blutbeimengung

11= Sonstiges Bitte wenden —>
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3.Woche

Wochentag

Montag

Dienstag

Mittwoch

Donnerstag

Freitag

Samstag

Sonntag

Auftreten von Nein
Beschwerden Ja

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Art der Beschwerden
(bitte in Ziffern an-
geben, siehe unten
Zahlenschliissel *)

Abgabe der Stuhlprobe
(Bitte mit X markieren und
Datum eintragen)

4. Woche

Wochentag

Montag

Dienstag

Mittwoch

Donnerstag

Freitag

Samstag

Sonntag

Auftreten von Nein
Beschwerden Ja

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Art der Beschwerden
(bitte in Ziffern an-
geben, siehe unten
Zahlenschliissel *)

Abgabe der Stuhlprobe
(Bitte mit X markieren und
Datum eintragen)

5. Woche

Wochentag

Montag

Dienstag

Mittwoch

Donnerstag

Freitag

Samstag

Sonntag

Auftreten von Nein
Beschwerden Ja

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Art der Beschwerden
(bitte in Ziffern an-
geben, siehe unten
Zahlenschliissel *)

Abgabe der Stuhlprobe
(Bitte mit X markieren und
Datum eintragen)

*) Zahlenschliissel fiir Beschwerden:

1= Durchfall
2= Verstopfung
3= Erbrechen
4= Ubelkeit

5= Bauchschmerzen

6= Blidhungen
7= Appetitlosigkeit
8= Unwohlsein

9= erhohte Temperatur/ Fieber > 37° C
10= sichtbare Blutbeimengung

11= Sonstiges
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6.2 Nahrmedien und Reagenzien

Tabelle 15: Nahrmedien

1 | Chopped- - Tatar 500 ¢
Meat- - VE (vollentsalztes) Wasser 11
Carbohydrate - NaOH 25 ml
(CMC)- - Trypostose 30 g |BD211713
Bouillon - Lab-Lemoco Powder 0,3 % |Oxoid L 29
- Hefeextrakt 59 |BD212750
- Kaliumphosphat 59 |SigmaR-2127
- Cystein 0,5g |VWR1.02838
- Haminlésung (5mg/ml) 10 ml |Fluka 51280
2 | Clostridium- - Proteose-Pepton 40,0 g/l |BD 211693
difficile-(CD)- - Dinatriumhydrogenphosphat 5,0 g/l |Merck 1.06580
Boullion - Kaliumdihydrogenphosphat 1,0 g/l |Merck 1.04873
- Magnesiumsulfat 0,1 g/l |Merck 5886
- Natriumchlorid 2,0 g/l |Merck 1.06404
- Fructose 6,0 g/l |Merck 1.04007
- Natrium-Taurocholat 1,0 g/l |SIGMA,T 4009
- Hamin 5,0 mg/l|Fluka 51280
- Vitamin K 1 1,0 mg/l|Sigma V-3501
Clostridium- | Zusammensetzung je 500ml:
difficile- - D-Cycloserin 125 mg }Oxoid SR 96
selective — | - Cephoxitin 4 mg
supplement
(500 ml)
- Defibriniertes Schafblut 7 % |Acila2101012
3 | Cycloserin- Clostridium- | Zusammensetzung:
Cefoxitin- difficile- - Proteose-Pepton 40,0 g/l N
Fruktose- Agar-Basis | - Dinatriumhydrogenphosphat 5,0 g/l
Agar (CCFA- - Kaliumdihydrogenphosphat 1,0 g/l
Agar) - Magnesiumsulfat 0,1 g/l | p Oxoid
- Natriumchlorid 2,0 g/l CM 601
- Fructose 6,0 g/l
- Agar 15,0 g/l |/
Clostridium- | Zusammensetzung je 500ml:
d|ff|c:|l_e- - D-Cyclo_s_erln 125 mg } Oxoid SR 96
selective - | - Cephoxitin 4 mg
supplement
- Defibriniertes Schafblut 7 % |Acila2101012
- Neutralrot 1 % |Art. 1369
4 | Hirn-Herz- - Brain-heart-infusion-Agar 47 g |Oxoid CM 375
Agar (Brain- - VE Wasser 11
heart- - Defibriniertes Schafblut 5 % |Acila2101012
infusion- - Iso Vitalex Enrichment, 1 FI |BD 211876

[BHI]-Agar)

geldst in 12 ml Diluent
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Hirn-Herz- - Hirn-Herz-Bouillon 37 g |Merck 1.10493
Glycerin- - VE Wasser 11
Bouillon - Glycerin 30 % |VWR 1.04093
Leber- - Tryptone Soja Broth 30 g |Oxoid CM 129
Bouillon - VE Wasser 11
- Rinderleber 2 St
- TSB Lésung 10 mi
Tabelle 16: Reagenzien fir PCR
Q/Aamp DNA- Mini Kit Qiagen S1306
Ethanol Uni-Apotheke
Taq Roche 1647687
dNTP’s Promega U1240
Primer MWG Biotech
Ampuwa Braun 02351544
Agarose Fisher Scientific B24703610
Ethidiumbromid Sigma E1510




6 ANHANG 82

6.3 Hintergrundinformation zur Beurteilung der Darmwanddicke

Tabelle 17: Zusammenstellung der Parameter der Regressionsgleichung, die den
Zusammenhang zwischen der Darmwanddicke (in mm) der verschiedenen Darmabschnitte und
dem Alter (in Jahren) der Probanden in der Regressionsanalyse beschreibt. A: Darmwanddicke
(in mm) der Probanden im Erwachsenenalter. A(0): Darmwanddicke (in mm) der Probanden
zum Zeitpunkt der Geburt. T: Lebensalter (in Jahren) der Probanden, an dem 50% der bis zum
Erwachsenenalter zu erwartenden Dickenzunahme (entspricht der Differenz zwischen A und
A(0) erreicht sind. b: Steigung der Regressionskurve am Wendepunkt. SD: Standardab-
weichung (in mm) der Messwerte vom rechnerisch aus der Regressionsgleichung ermittelten
Wert.

A(0) A T b SD
Jejunum 0,60 0,92 6,82 0,21 0,12
lleum 0,84 1,16 11,93 1,71 0,14
Coecum 1,08 1,54 9,11 0,40 0,18
C. ascendens 1,10 1.46 10,38 0,54 0,22
C. transversus 1,00 1,40 8,83 0,38 0,20
C. descendens 1,10 1,43 10,86 0,49 0,22

6.4 Patientendaten

Abbildung 14: Altersstruktur der CF-Patienten und der Kontrollgruppe
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Abbildung 15: Geschlechtsverteilung der CF-Patienten und der Kontrollgruppe

30 (46%) 35 (54%) 16 (55%) 13 (45%)
m W m W
CF-Patienten Kontrollgruppe

6.5 Ergebnisse der Querschnittstudie

Tabelle 18: Gewicht und CD-Befund

Gewicht CD=n|n.t.CD t.CD Tox (+) |t.CD Tox (-) {n.k.CD Summe
Normalgewicht| 13 2 7 14 4 40
Untergewicht 11 4 1 8 1 25
Summe 24 6 8 22 5 65
Tabelle 19: Lungenfunktion und CD-Befund

Fev1% CD=n |n.t.CD t.CD Tox (+) |t.CD Tox (-) {n.k.CD Summe
FEV 1 < 70% 4 2 1 8 2 17
FEV 12 70% 17 4 3 4 1 29
Summe 21 6 4 12 3 46
Tabelle 20: Krankenhaus/ Rehaaufenthalt und CD-Befund

KH/Reha CD=n n.t.CD t.CD Tox (+) [t.CD Tox (-) (n.k.CD Summe
ja 15 6 5 13 2 41
nein 9 0 3 9 3 24
Summe 24 6 7 23 5 65
Tabelle 21: Antibiotika und CD-Befund

ﬁB i CD=n n.t.CD t.CD Tox (+) [t.CD Tox (-) {n.k.CD Summe

namnese

ja 15 4 6 13 3 41
nein 9 2 2 9 2 24
Summe 24 6 7 23 5 65
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Tabelle 22: Gastrointestinale Symptome und CD-Befund
Anzahl @ CD | n.toxCD | toxCDTqx-| toxCDTgx4 | N.klassCD
Patienten

Durchfall 14 3(21,4) | 1(7,1) | 6(42,9) 2(14,3) 2(14,3)
Verstopfung 5 0 (0) 0 (0) 4 (80,0) 1 (20,0) 0 (0)
Erbrechen 5 0 (0) 0 (0) 2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0)
Sonstige Beschwerden * 35 12 (34,3)| 5(14,3) | 12 (34,3) 2(5,7) 4(11,4)
keine Beschwerden 26 12 (46,2)| 1(3,8) | 7(26,9) 5(19,2) 1(3,8)
*sonstige Beschwerden: Ubelkeit, Bauchschmerzen, Bldhungen
Tabelle 23: DIOS und CD-Befund

DIOS CD=n n.t.CD t.CD Tox (+) |t.CD Tox (-) (n.k.CD |Summe

ja 3 0 4 3 1 11

nein 21 6 4 19 4 54

Summe 24 6 7 23 5 65
Tabelle 24: Mekoniumileus und CD-Befund

Mekoniumileus | CD = n | n.t.CD t.CD Tox (+) |t.CD Tox (-) |n.k.CD |Summe

ja 7 1 0 4 2 14

nein 17 8 18 3 51

Summe 24 8 22 5 65
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Abbildung 16a-f: Darstellung der Darmwanddicken der verschiedenen Darmabschnitte abhan-
gig vom Alter im Vergleich zu Referenzwerten von gesunden Probanden. Als Linien einge-

zeichnet sind das 50te Perzentil der Referenzgruppe (m) und der Bereich + 2SD, in welchem
die Darmwanddicken als normal angesehen werden (m+2SD, m-2SD)
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Abbildung 17: Relation der Darmwanddicken definierter Darmabschnitte zu CD-Nachweis und
Toxinexpression
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C. transversum

C. descendens

v. = Darmwand verdickt; n.v. = Darmwand nicht verdickt

6.6 Ergebnisse der Langsschnittstudie

Tabelle 25: Auswertungsprotokoll zur Langsschnittstudie

Zeit- |Probe-|CD |[EIA  [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p p n
8 IA 1 p p n Co-Trimoxazol

IB, lIA 2 p p n Aminopenicillin
: Gyrasehemmer

IIA1 3 n p n |Fieber, Erbrechen, Durchfall Cephalosporin

1B 4 n n n Aminoglycosid

MA |5 n n n

A1 |6 n n n |Ubelkeit, Bauchschmerzen

B 7 n n n

nc 8 n n n

K n n n
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patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q P P n
14 |IA 1 n n n Cephalosporin
IB,IIA 2 p p n Makrolid
11=] 3 n n n
e} 4 p n n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt |Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q P P n
15 |A 1 n n n Gyrasehemmer
B 2 n n n
C 3 o] o] n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt |Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p p n
18 |A 1 n n n Aminopenicillin
B 2 p p n
C 3 n o] n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q n # n
19 |A 1 o] o] n Aminoglycosid
B > n n n Gyrasehemmer
C 3 n p n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p n
20 |A 1 n o] n Carbapenem
B 2 n n n Gyrasehemmer
B1 3 p p n |Fieber
C 4 p p n
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patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p # n
22 |A 1 n n n Cephalosporin
B 2 n n n
C 3 n n n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt |Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p p n
25 |A 1 n n n Aminopenecillin
B 2 p n n
C 3 p n n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q P P n
26 |A 1 o] o] n Cephalosporin
B 2 n p n
C 3 p p n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt |Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q P P n
27 |A 1 p p n Cephalosporin
B 2 p p n
C 3 n o] n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt |Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p n
30 |A 1 p n n Cephalosporin
B 2 n n n Aminoglycosid
C 3 p p n
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patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q P P n
31 1A 1 p p n Co-Trimoxazol
IB. lIA |2 p p n Gyrasehemmer
1B 3 o] p n
IIB1 4 p n n |Erbrechen,
Bauchschmerzen
lc 5 o] o] n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p p n
32 |A 1 p p n Gyrasehemmer
B 2 n n p
C 3 n n n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q n n
35 |A 1 o] n n Cephalosporin
B 2 p p n
C 3 n o] n
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt |Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p n n
36 |A 1 o] o] o] Aminoglycosid
Cephalosporin
B 2 P P n Co-Trimoxazol
C 3 P P P
patnr|Zeit- |Probe-|CD |[EIA [EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q P P n
41 IA 1 n n n Cephalosporin
B 1Al p p n Aminopenicillin
1B 3 o] p n
lc P P n
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patnr|Zeit- |Probe-|CD ([EIA |EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p # n
43 A 1 p p n Co-Trimoxazol
B 2 p p n Cephalosporin
C 3 o] o] n
patnr|Zeit- |Probe-|ICD ([EIA |EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt |Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p # p
44 1A 1 p n n Metronidazol
B > p n n Cephalosporin
IB, IIA |3 n n n
IIB 4 n n n
e} 5 p n n
P P n
patnr|Zeit- |Probe-|CD ([EIA |EIA- Gastrointestinale Eingenommene
punkt [Nr. Stuhl|Kultur/|Stuhl Beschwerden Antibiotika
PCR
Q p # n
47 |A 1 o] o] n Cephalosporin
B 2 p p n
C 3 p p n
Legende:

Q: Tag der Querschnittstudie
AB-Therapie

p = positiv

A: Tag vor Beginn der AB-Therapie

B: Tag nach Ende der

C: Tag am Ende des vierwéchigen Kontrollzeitraumes nach AB-Therapie
K: Kontrolluntersuchung

I: erster AB-Zyklus

Il: zweiter AB-Zyklus

n = negativ

llI: dritter AB-Zyklus
# = kein Ergebnis (nicht durchgeflihrt oder inhibiert)

Tabelle 26: Vergleich von Werten aus den Langsschnitterhebungen von Edelstein und

Dietsche
gesamt CD-Nachweis Toxin A/B - Nachweis
(Anzahl)
vor Antibiose | nach Antibiose | vor Antibiose | nach Antibiose
Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil | Anzahl | Anteil
an CD* an CD*
Edelstein [CF-Patienten 18 4 22,2% 13 72,2% | k.A. - 9 69,2%
Kontrollgruppe 5 0 0% 0 0% k.A. - - -
Dietsche |CF-Patienten 19 13 68,4% 17 89,5% 1 8,3% 2 11,8%
Kontrollgruppe = = = = = = = = =

k.A.= keine Angabe
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