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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Kurzdarmsyndrom

Beim Kurzdarmsyndrom (KDS) handelt es sich um ein Malabsorptionssyndrom,
welches meist aufgrund einer ausgedehnten Resektion grof3er Dinndarmteile auftritt.
Das Ausmal} der Resektion bzw. die Lange des verbleibenden Dinndarms bestimmen
den Grad der Malabsorption (Buchman et al., 2006). Beim Erwachsenen wird ab einer
Dinndarmrestlange von < 200 cm von einem Kurzdarmsyndrom gesprochen (Horbach
2006). Als Grenze der Uberlebensfahigkeit gelten 40 cm verbliebene Dunndarmlange
ohne Erhaltung der lleozoekalklappe und 15 cm mit bestehender lleozoekalregion
(Krause et al., 2013). Die Definition mit Langenangaben wird jedoch zunehmend
verlassen und weicht der einer funktionellen Definition, in der die Unféhigkeit zur
Aufrechterhaltung des Protein-, Energie-, Flussigkeits-, Elektrolyt- oder
Spurenelementshaushaltes bei normaler Erndhrung im Vordergrund steht (Spencer et
al., 2005; O'Keefe et al., 2006).

Die Inzidenz fur ein neonatales Kurzdarmsyndrom liegt nach einer kanadischen Studie
bei 24,5 von 100.000 Lebendgeborenen, mit viel hoheren Inzidenzen bei
Frihgeborenen verglichen mit Reifgeborenen (353,7/100.000 Lebendgeburten zu
3,5/100,000 Lebendgeburten) (Wales et al., 2004). Berichtete Uberlebensraten
variieren zwischen 73% und 89% (Duro et al.,, 2008). Als haufige angeborene
Fehlbildungen des Gastrointestinaltraktes, die eine ausgedehnte Resektion grofier
Dunndarmteile nach sich ziehen koénnen, sind die nekrotisierende Enterocolitis,
Bauchwanddefekte (z.B. Gastroschisis), intestinale Atresien bzw. Dysplasien, der
Volvulus und die Aganglionose beschrieben (Wales et. al., 2010). Neben diesen
strukturellen Formen sind auch funktionelle Auspragungen zu beachten. Dabei handelt
es sich im Kindesalter meist um eine intestinale Pseudoobstruktion oder eine
Mikrovillusinklusionserkrankung. Komplikationen die aufgrund der
Malabsorptionsstorung auftreten sind u.a. Elektrolytentgleisungen, verringerte Vitamin-
und Spurenelementresorption, Steatorrhoe, Wachstumsstérungen,
Oxalatnephropathie, Choletitihiasis, Osteoporose, bakterielle Uberwucherungen sowie
das Auftreten einer D- Laktat Azidose. Daneben spielen jene Komplikationen eine
Rolle, die aufgrund der oft jahrelang nétigen totalen parenteralen Erndahrung auftreten:
Infektionen der zentralen Gefal3zuggange, das Auftreten einer Sepsis, von
Thrombosen und Embolien sowie das Entstehen einer Hepatopathie (Horbach 2006).
Dennoch steht die parenterale Erndhrung in den ersten Jahren im Vordergrund des

therapeutischen Konzeptes eines Kurzdarmsyndroms. Durch die immer besser
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werdende postoperative Versorgung der kleinen Patienten mit Kurzdarmsyndrom und
die damit einhergehende hohere Uberlebensrate wird jedoch versucht, zur Vermeidung
der oben genannten Komplikationen, neben der langzeitparentalen Erndhrung eine

moglichst friihzeitige enterale Ernahrung einzufiihren.

1.2 D-+L- Laktat

1.2.1 D-+L- Laktat im menschlichen Kérper

Laktat wurde 1780 von dem schwedischen Chemiker Scheele entdeckt. Er isolierte das
Molekil aus saurer Milch. Laktat existiert in Isomeren und wird anhand der OH-
Gruppe am C2 Atom als D- oder L- Laktat definiert (Ewaschuk et al., 2005).

COOH COOH
| |
OH—C—H H—C—OH
| |
CHs CHs;

L- Laktat D- Laktat

Im menschlichen Gewebe wird Laktat hauptsachlich im Rahmen der anaeroben
Glykolyse hergestellt. Laktat wird dabei mittels einer enzymatischen Reaktion aus
Pyruvat synthetisiert. Die Reaktion wird durch die isomerspezifischen Enzyme L-
Laktatdehydrogenase (L-LDH) bzw. D- Laktatdehydrogenase (D-LDH) katalysiert und
kann in beide Richtungen ablaufen, sodass aus Laktat auch wieder Pyruvat produziert
werden kann. In Saugetieren wird dabei die D-LDH nur in geringen MalRen exprimiert,
sodass die Produktion und der Abbau von D- Laktat im menschlichen Gewebe
normalerweise sehr gering sind. Die Umsetzung von D-Laktat zu Pyruvat kann im
menschlichen Korper allerdings mit Hilfe des Enzyms D-2-Hydroxyacid Dehydrogenase
(D-2-HDH) erfolgen (Petersen et al., 2005). In geringen Mengen wird D- Laktat zudem
im Rahmen des Methylglyoxal- Stoffwechselweges hergestellt (Thornalley et al.,
1990).

Im menschlichen Gastrointestinaltrakt entsteht Laktat durch die dort ansassige
bakterielle Mikrobiota. Dabei spielen vor allen Dingen Milchsdurebakterien eine groR3e
Rolle. Diese produzieren zumeist zwei Isomere des Laktates. AufRerdem sind einige
dieser Bakterien mit Hilfe der DL- Racemase in der Lage, die Isomere ineinander zu
Uberfihren (Stetter et al., 1973).
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Als weitere Quelle fiir Laktat im menschlichen Kérper spielt die Erndhrung eine grol3e
Rolle. Dabei sind fermentierte Lebensmittel wie Joghurt, Sauerkraut, Mixed- Pickles
aber auch Salami und Kase zu nennen. AufRerdem enthalten auch medizinische
Infusionsldsungen Laktat, wie zum Beispiel die haufig eingesetzte Ringer- Laktat
LAsung.

1.2.2 D-Laktat Azidose assoziierte Encephalopathie

Eine Erh6hung von Laktat im Blut fihrt zu einer Senkung des pH- Wertes, der im
menschlichen Kdérper normalerweise zwischen 7,36 und 7,44 liegt. Sinkt der pH- Wert
unterhalb des genannten Grenzwertes spricht man von einer Azidose. Der Normwert
fur Laktat im menschlichen Blut betragt 5 — 20 mg/ dl.

L- Laktat Azidosen treten zum Beispiel im Rahmen von Stoffwechselerkrankungen,
Hypoxien oder bei Nierenversagen auf. Dabei ist allen Erkrankungen gemein, dass
das vermehrt anfallende Laktat im Kdrper selbst produziert wird.

Eine Erh6hung des D- Laktates und eine damit verbundene D-Laktat Azidose hingegen
entsteht durch exogene Faktoren, gepaart mit dem fehlenden bzw. sehr niedrigen
Metabolismus der Saure im menschlichen Kérper.

Bei den meisten in der Literatur beschrieben Fallen von D-Laktat Azidosen beim
Menschen handelt es sich um Patienten mit Kurzdarmsyndrom. Als Voraussetzungen
fir die Entstehung einer D-Laktat Azidose bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom gilt
dabei ein erhohtes Angebot an unverdauten Kohlenhydraten im Darm und eine
intestinale Mikrobiota, die zum grof3ten Teil aus Laktat bildenden Bakterien besteht.
(Uribarri et al., 1998). Bei gesunden Menschen werden Kohlenhydrate im
bakterienarmen Duodenum bzw. Jejunum resorbiert. Der Ubertritt unverdauter
Kohlenhydrate in das bakterienreiche Colon ist damit nur in geringen Maf3en mdglich.
Pradisponierend fir ein erhéhtes Angebot an Kohlenhydraten im Colon sind
dementsprechend Erkrankungen, bei denen der Dinndarm stark verkirzt ist, wie es
bei einem Kurzdarmsyndrom oder auch beim jejunoilealen Bypass der Fall ist und die
lleozoekalklappe als natirliche Barriere zwischen Dickdarm und Diunndarm fehlt
(Koletzko et al., 1994). Bei Patienten mit KDS kommt es regelhaft zum Ubertritt von
normalerweise im Colon ansassigen Bakterien in den verkirzten Dinndarmabschnitt.
Im Rahmen dieser bakteriellen Uberwucherung des Diinndarmes werden die dort
anfallenden unverdauten Kohlenhydrate nicht komplett resorbiert, sondern zudem
durch Bakterien zu organischen S&uren wie z.B. Laktat verstoffwechselt. Dies fuhrt zu
einer Senkung des pH- Wertes, wodurch azidophile Bakterien wie Milchsaurebakterien

in ihrer Vermehrung bevorzugt werden. Milchsaurebakterien koénnen ihren
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Energiehaushalt nur durch Fermentation decken, wobei als Endprodukt fast
ausschlie3lich Laktat steht (Khalisanni Khalid, 2011). Ob dabei vermehrt D- oder L-
Laktat entsteht hangt von der Bakterienspezies ab, in jedem Fall werden aber erhdhte
Mengen Laktat im Darm produziert. Nach Resorption kann so auch im Blut vermehrt
Laktat anfallen, wobei L- Laktat im Gegensatz zu D- Laktat im Rahmen der
Homoostase des Kdorpers schnell wieder abgebaut wird. D- Laktat hingegen fallt im
menschlichen Koérper normalerweise kaum an und die Metabolisierung im
menschlichen Koérper ist sehr langsam. Der Normalwert flr D- Laktat im Blut liegt beim
Gesunden bei 11 - 70 nmol/L (Ewaschuk et al., 2005).

Vermehrt resorbiertes D- Laktat fihrt somit aufgrund des langsamen Abbaus zu einer
metabolischen Azidose im Blut. Patienten mit einer D- Laktat Azidose kdnnen dabei
Symptome einer Encephalopathie mit z.B. Verwirrtheit, Sprachstérungen, Ataxie,
Gleichgewichtsstdrungen, Orientierungslosigkeit, Aggressivitat oder
Konzentrationsschwéache zeigen. Insgesamt konnen die Patienten somit wie
alkoholintoxikiert wirken. Die Symptome sind selbstlimitierend und treten meist nach
dem Konsum kohlenhydratreicher Nahrung auf. Durch Nahrungskarenz kommt es
meist innerhalb weniger Stunden oder Tagen zu einem Abklingen der Beschwerden.
Dieses Phanomen ist aus der Veterindrmedizin gut bekannt. Bekommen Wiederkauer
zu viel kohlenhydratreiches Futter verabreicht, kann sich das Krankheitsbild der
,2drunken cow“ entwickeln. Die Tiere =zeigen dabei ebenfalls neurologische
Auffalligkeiten in Form von Gleichgewichtsstérungen und Ataxie (Dunlop et al., 1965).
Ob dabei nur D- Laktat oder auch andere toxische Metabolite fur die Symptome
verantwortlich sind, ist noch nicht abschlieRend geklart. Klar ist, dass D- Laktat die
Blut- Hirn- Schranke durch einfache Diffusion Uberwinden kann. Entgegen friiherer
Vermutungen akkumuliert es dort jedoch nicht. Die Spiegel im Liquor und Blut zeigten
sich in zwei publizierten Fallen gleichwertig (Karton et al., 1987; Scully et al., 1989).
Die Azidose selbst scheint dabei nicht verantwortlich fir das Auftreten der
neurologischen Auffalligkeiten zu sein. Patienten mit Azidosen im Rahmen anderer
Grundkrankheiten zeigen normalerweise nicht das Spektrum der beschriebenen
neurologischen Symptome im Rahmen einer D- Laktat Azidose. Aul3erdem bewirkt der
Ausgleich der Azidose allein keine Besserung der neurologischen Symptome (Uribarri
et al., 1998). Zudem scheinen auch alleinig erhéhte D- Laktat Werte ohne Azidose zu
neurologischen Symptomen zu filhren (Godey et al., 2000). Dahingegen zeigten in
einer Studie von Thurn et al, in der das Vorkommen einer D- Laktat Azidose bei
Patienten mit jejunoilealem Bypass untersucht wurde, 16 von 33 Patienten
neurologische Symptome, wobei nur neun der Patienten tatséchlich erhdhte D - Laktat

Werte im Blut hatten. Anderseits zeigten einige Probanden mit erhdhten D-Laktat
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Werten keinerlei Symptome (Thurn et al., 1985). In zwei weiteren Studien wurden
gesunden Probanden D- Laktat infundiert, wobei Serum Werte von 3,5 mmol/l bzw. 6
mmol/l erreicht wurden. Dabei zeigten die Patienten interessanterweise keinerlei
neurologische Symptome (Oh et al., 1985; Vrese et al., 1990).

Ein erhohter D- Laktat- Spiegel im Blut scheint also nicht obligatorisch bei allen
Menschen zu einer Encephalopathie zu fuhren. Mobglicherweise spielen der
Abnahmezeitpunkt und die Dauer der D- Laktaterh6hung eine Rolle in der Entstehung
der Encephalopathie.

Auch toxische Metabolite, die waéhrend der D- Laktat Produktion durch intestinale
Bakterien entstehen und anschlieBend resorbiert werden kodnnten, werden als
mdglicher Ausloser einer Encephalopathie diskutiert. Dazu zahlen Mercaptane,
Aldehyde und Amine, die moglicherwiese als falsche Neurotransmitter fungieren
konnten (Halperin et al.,1996). Auch Ethanol kann als Nebenprodukt bei der
Fermentation von Kohlenhydraten entstehen, wobei bisher in keinerlei publizierten
Fallen erhohte Ethanolwerte im Blut betroffener Patienten nachgewiesen wurden.
Moglicherweise spielen auch begleitende Nahrstoffdefizite bzw. Stoffwechseldefekte
wie z.B. Storungen des Pyruvat- oder Thiaminstoffwechsels eine Rolle bei der
Entstehung neurologischer Symptome im Rahmen einer D- Laktat Azidose (Hudson et
al., 1990; Uribarri et al., 1998).

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung einer D-Laktat Azidose spielt jedoch sicherlich
die Fahigkeit des menschlichen Korpers das anfallende D- Laktat wieder abzubauen.
Fur den schnellerer Abbau der S&ure beim Erwachsenen im Vergleich zum Kind wird
dabei eine erhOohte Aktivitat der dafur verantwortlichen D-2-Hydroxyacid
Dehydrogenase diskutiert (Bongaerts et al., 2005; Yasuda et al., 1993).

1.3 Physiologische Darmmikrobiota

Der menschliche Gastrointestinaltrakt beinhaltet eine enorme Menge und Vielfalt an
aeroben und anaeroben Bakterien, welche in einem komplexen Okosystem
interagieren und die physiologische Darmmikrobiota bilden (Simon et al., 1986). Im
menschlichen Korper befinden sich ca. zehnmal mehr Mikroorganismen als
eukaryotische Zellen. Man geht von bis zu 1000 verschiedenen Spezies aus (Guarner
et al., 2003; Ceapa et al. 2013; Blottiere et al. 2013; Rajilic-Stojanovi¢ et al., 2014).

Die Besiedelung des Gastrointestinaltraktes mit Bakterien findet unmittelbar wahrend
bzw. nach der Geburt durch die Passage des Geburtskanals bzw. durch das Zufiihren
der ersten Nahrung statt. Im Laufe des Lebens beeinflussen dann verschiedene

Faktoren die Komposition der Darmmikrobiota. Dabei spielen die Ernahrung und das



Einleitung

Alter, aber auch der sozio6konomische Status und die geographische Herkunft, sowie
der Konsum von Antibiotika und Probiotika eine Rolle (Lagier et al., 2012).

Im Magen und Duodenum findet sich im gesunden Menschen nur eine geringe Anzahl
an Bakterien, typischerweise weniger als 10° cfu/ml. Dabei verhindern die Magenséure,
die Galle, das Pankreassekret und die propulsiven Bewegungen in diesem Abschnitt
des Gastrointestinaltraktes eine vermehrte Besiedelung. Die Mikrobiota des Magens
und des Duodenums besteht vornehmlich aus Gram- positiven aeroben Bakterien wie
Streptokokken, Staphylokokken, Lactobacillen und einigen Pilzen. Im Jejunum und
lleum nimmt die Anzahl an Bakterien stetig zu, von 10 cfu/ml im Jejunum auf 10’
cfu/ml im distalen lleum. Dort finden sich nun vornehmlich Gram- negative aerobe und
anaerobe Bakterien wie Bacteriodes, Bifidobakterien, Fusobakterien oder Clostridien.
Distal der lleozoekalklappe nimmt die Bakterienkonzentration rapide zu. Im Colon wird
die Anzahl an Bakterien auf 10™ — 10 cfu/ml geschatzt. Anaerobe Bakterien wie
Bacteriodes oder Bifidobakterien kommen dabei 1000- Mal haufiger vor als ihre
aeroben Vertreter. Weitere haufige Spezies im Colon sind anaerobe Gram-positive
Kokken, Clostridien, Enterokokken und verschiedene Arten von Enterobakterien
(Simon et al., 1986; Guarner et al., 2006).

1.4 Allgemeine Mikrobiologie der Milchsaurebakterien

Nach der taxonomischen Gliederung von Garrity et al. werden Milchsaurebakterien
dem Phylum Firmicutes, der Klasse Bacilli, der Ordnung Lactobacillales und der
Familie Lactobacillacea zugeordnet. Es werden drei Gattungen unterschieden:
Lactobacillus, Pediococcus und Paralactobacillus, wovon bisher nur Paralactobacillus
selangorensis bekannt ist (Garrity et al., 2007).

Milchsaurebakterien sind Gram- positive, nicht motile, nicht sporenbildende, Katalase-
negative Stabchen und Kokken. |hnen fehlt die Eigenschaft Cytochrome und
Porphyrine zu synthetisieren, weshalb sie nicht in der Lage sind, ATP mittels der
Atmungskette zu generieren. Michsaurebakterien sind deshalb zur Energiegewinnung
auf die Fermentation von Zucker angewiesen (Felis et al., 2007). Dabei wird die
homofermentative, in welcher Laktat als einziges Endprodukt der Fermentation steht,
von der heterofermentativen Garung, welche zusatzliche Endprodukte wie Ethanol,
Acetat und CO, beinhaltet, unterschieden. Milchsaurebakterien sind in der Lage, unter
anaeroben Bedingungen zu wachsen, sind aber aerotolerant, sodass es sich um
fakultative anaerobe Bakterien handelt.

Die Gattung der Lactobacillen nimmt die gréRte Gruppe der Milchsaurebakterien ein.

Bis dato sind in der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen des
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Leibniz Institutes 241 Spezies und Subspezies aufgefihrt. Die gemittelte Genomgréi3e
der verschiedenen Lactobacillus- Spezies kann auf 1.88 - 3.2 mb geschéatzt werden
(Klaenhammer et al., 2008; Drissi et al., 2014). Etwa 38 % aller Lactobacillen tragen
ein oder mehrere Plasmide, deren GroRe mit 1,2 — 150 kb angegeben wird (Wang et
al., 1997). Viele Lactobacillen kdnnen empfanglich fur Bacteriophagen sein, was ein
Problem in der Lebensmittelindustrie, aber auch eine Chance in der Biotechnologie
darstellen kann (Mahony et al., 2014; Villion et al., 2009).

1.5 Vorkommen von Milchsaurebakterien

Milchsaurebakterien sind Uberall dort zu finden, wo Kohlenhydrate zur Verfligung
stehen: In Nahrungsmitteln wie Milchprodukten, fermentiertem Fleisch und Gemiise,
Frichten und Mixed- Pickels oder Bier. AuRerdem im Respirations-, Gastrointestinal-
und Genitaltrakt von Menschen und Tieren sowie in stehenden Gewassern und auf
Pflanzen (Felis et al., 2007; Stiles et al., 1997).

In der Lebensmittelindustrie spielen sie als Starterkulturen fir Kése und Jogurt eine
entscheidende Rolle. Zudem haben im letzten Jahrzehnt Milchsaurebakterien in der
Nahrungsmittelindustrie durch ihre Verwendung in probiotischen Jogurtdrinks auf sich
aufmerksam gemacht. Verwendet werden sie u.a. auch als probiotische Formula in der
Sauglingsernahrung.

Im medizinischen Bereich werden Milchsaurebakterien eingesetzt um z.B. die Dauer
von Diarrhoen im Rahmen einer antibiotischen Therapie zu verkirzen (Hickson et al.,
2007).

1.6 Probiotika

Probiotika werden definiert als lebende Mikroorganismen die, wenn sie in
ausreichender Menge aufgenommen werden, dem Wirt einen gesundheitlichen Vorteil
bringen (Ceapa et al., 2013). Davon abzugrenzen sind Prebiotika, welche definiert sind
als natlrliche, nichtverdauliche Lebensmittelbestandteile, die die Gesundheit
verbessern sollen, indem sie die Darmmikrobiota durch die selektive Stimulation
gewisser probiotisch aktiver Bakterien gunstig beeinflussen (Braegger, 2004). Als
Synbiotikum wird die Kombination eines Probiotikums mit einem Prebiotikum
bezeichnet.

Im letzten Jahrzehnt hat der Einsatz von Probiotika in der Nahrungsmittelindustrie,
aber auch in der Medizin, stark zugenommen. lhnen wird dabei die Rolle einer sicheren

Manipulation der gastrointestinalen Darmmikrobiota zugesprochen, um dadurch die
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Gesundheit positiv zu beeinflussen. In der Humanmedizin werden Probiotika h&ufig in
Form von Milchsdurebakterien verwendet. Unter anderem wurde durch den Einsatz
von Lactobacillus rhamnosus GG eine Verkirzung der Durchfalldauer bei akuter
Gastroenteritis gezeigt (Szajewska et al., 2001). Auch eine immunmodulatorische Rolle
wird manchen Probiotika zugeschrieben (Takeda et al., 2006).

Jedoch werden probiotische Produkte nicht nur in der Medizin verwendet. Aufgrund der
zunehmenden  Vermarktung von  “gesunden  Lebensmitteln” durch die
Lebensmittelindustrie in den letzten beiden Jahrzehnten ist es zu einer exponentiellen
Zunahme an probiotischen Produkten gekommen (Stanton et al., 2001).

Auch bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom spielen Probiotika seit jeher eine grol3e
Rolle. Probiotika wurden in den meisten bisher beschrieben Fallberichten im Rahmen
der Therapie einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie zusammen mit
Antibiotika eingesetzt (Reddy et al., 2013). Dabei sind auch Falle beschrieben, in
denen das verwendete Probiotikum selbst als Ausloser einer D- Laktat Azidose
assoziierten Encephalopathie angesehen wird (Munakata et al., 2010; Day et al., 1999;
Ku et al., 2006). Auch das Auftreten einer Sepsis bei der Einnahme von Probiotika ist
beschrieben worden (De Groote et al., 2005; Kunz et al., 2004). Insofern ist der Einsatz
von Probiotika im Klinikalltag bei Kindern mit Kurzdarmsyndrom nicht zwingend als
ungefahrlich einzustufen und sollte mit Bedacht gewahlt werden. Dabei fehlen den
Arzten zumeist Information dariiber, ob das verwendete Probiotika D- Laktat produziert
(Mack 2004).

Zudem koénnen die als ungefahrlich geltenden Lactobacillen auch beim gesunden
Menschen schwere Infektionen ausldsen: In einer Ubersichtsarbeit von 2005 wurden
von den Autoren Uber 200 Félle beschrieben, in denen Lactobacillus- assoziierte
Infektionen beim Menschen aufgetreten waren. Lactobacillen waren dabei haufig
Erreger von Endokarditiden und Bakteriamien. Jedoch konnten sie auch im Rahmen
von Abszessen, einer Peritonitis oder einer Meningitis nachgewiesen werden. Die
Mortalitatsrate lag dabei bei fast 30 % (Cannon et al., 2005).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Bei der D-Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie bei Kindern mit
Kurzdarmsyndrom handelt es sich um eine vergleichsweiche seltene Erkrankung, die
jedoch die betroffenen Kinder vor grof3e Probleme stellen kann. So kann u.a. der

Schulbesuch durch auftretende Symptome wie Konzentrationsstérungen, verwaschene
Sprache, Gangunsicherheiten oder vermehrte Mudigkeit erheblich gestort sein. Dabei

entwickelt nur ein kleiner Teil der Kinder mit KDS tatsachlich Symptome einer D- Laktat
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assoziierten Encephalopathie. Der Grund dafiir ist bis heute nicht sicher geklart. Ein
moglicher Erklarungsversuch kdnnte das Vorkommen spezifischer Milchsaurebakterien
Spezies bei Kindern mit Symptomen sein. Diese spezifischen Milchsaurebakterien
konnten beispielsweise vermehrt D- Laktat produzieren und somit das Auftreten einer
D- Laktat Azidose begiinstigen.

In dieser Arbeit wurde deshalb der Frage nachgegangen, ob tatsachlich einzelne
Milchsaurebakterien eine zentrale Rolle bei der Entstehung einer D- Laktat Azidose

assoziierten Encephalopathie bei Kindern mit Kurzdarmsyndrom spielen kénnten.

Zunachst sollte dabei die Hypothese bestatigt werden, dass Patienten mit KDS
haufiger Milchsaurebakterien im Stuhl haben als Kinder ohne KDS. Von Interesse war
dabei auch, ob die flissige Konsistenz des Stuhls, wie sie bei Kindern mit KDS fast
ausschlieBlich vorkommt, das Vorkommen von Milchsaurebakterien in den Stuhlproben

beeinflusst.

Ziel dieser Arbeit war die Klarung der Frage, ob Patienten mit KDS, die Symptome
einer Encephalopathie zeigen, Bakterien im Stuhl haben, die besonders viel D-Laktat
produzieren, und somit das Vorhandensein bestimmter Bakterien das Risiko der
Entstehung einer D- Laktat Azidose erhéhen konnte.

AuRBerdem sollte ertrtert werden, welche Rolle Probiotika beim Auftreten von D- Laktat
Azidosen spielen.

AbschlieBend sollten alle gefundenen Faktoren kombiniert werden, um
Risikoparameter zu evaluieren, die das Auftreten einer D- Laktat Azidose assoziierten
Encephalopathie im Kindesalter begtnstigen kénnen, um betroffene Kinder schneller

identifizieren zu konnen.

Dazu wurden Stuhlproben von Kindern mit und ohne KDS gesammelt und durch einen
Fragebogen sowie ggf. einem Telefoninterview das Auftreten von Symptomen einer D-
Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie erdrtert. Aus den Stuhlproben wurden
mittels verschiedener Methoden die Milchsaurebakterien isoliert und identifiziert und
anschlieRend auf ihre Fahigkeit D- und L- Laktat zu produzieren getestet. Die erhoben

Ergebnisse wurden dann mit den Angaben im Fragebogen verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Probanden

2.1.1 Literaturrecherche

Die bisher publizierte Literatur zum Thema D- Laktat Azidose assoziierter
Encephalopathie bei Kindern mit Kurzdarmsyndrom beschrankt sich auf einzelne
Fallberichte und wenige Ubersichtsartikel. Epidemiologische Daten zum Auftreten des
Krankheitshildes im Kindesalter sind dementsprechend kaum zu finden. Im Rahmen
der Literaturrecherche fir diese Arbeit wurden alle Fallberichte mit Kindern seit der
Erstbeschreibung einer D- Laktat Azidose beim Menschen durch Oh et al. im Jahre
1979 gesammelt. Die Recherche wurde computerbasiert durch Sichtung aller
publizierten Falle durchgefihrt, welche nach Eingabe der Schlagworter "d-lactic
acidosis" und "d-lactate encephalopathy in children® von 1979 bis 2014 Uber das
Suchfeld der Literaturplattform ,PubMed® gefunden werden konnten. Erg&nzend
wurden die in den Artikeln gefundenen Quellenangaben verwendet.

Eingeschlossen wurden nur Berichte in denen die Patienten das 18. Lebensjahr nicht
Uberschritten hatten und bei denen es im Rahmen einer D- Laktat Azidose zum

Auftreten neurologischer Symptome gekommen war.

2.1.2 Patienten mit Kurzdarmsyndrom und Kontrollgruppe in dieser Studie

Die zu untersuchenden Stuhlproben stammten von Patienten mit Kurzdarmsyndrom,
welche sich im Rahmen eines Jahrestreffens des Elternvereins K.i.s.E e.V. zur
Teilnahme an der Studie bereit erklarten. Den Patienten und ihren Familien wurden per
Post drei Stuhlprobenréhrchen sowie ein Fragebogen zugesandt. Insgesamt wurden
93 Familien angeschrieben und die eingegangenen Proben wurden innerhalb eines
Tages verarbeitet. Der Sammelzeitraum erstreckte sich von Juli bis Oktober 2010. In
einem beiliegenden Anschreiben wurden die Probanden angewiesen, drei
aufeinanderfolgende Stuhlproben zu sammeln. Die Proben sollten, bis zum Versand an
unser Labor mit Hilfe beiliegender Riuckumschlage, kuhl gelagert werden. Im
Fragebogen (siehe Anhang) sollten Angaben zur Person, zur Krankengeschichte, zu
neurologischen Symptomen sowie zur Einnahme von Probiotika gemacht werden.

Die Stuhlproben der Kontrollgruppen stammten von Kindern mit Diarrhoe und von
Kindern ohne gastrointestinale Symptomatik, welche zum Zeitpunkt der

Probegewinnung als Patienten in der Kinderklinik des UKGM stationédr aufgenommen
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waren. Die Proben wurden nach der Abnahme kiihl gelagert und innerhalb eines Tages
verarbeitet. Der Sammelzeitraum erstreckte sich von Juli bis Oktober 2010.

Die Ethikkommission erteilte ein positives Votum bzgl. Versuchsplanung und
Patienteneinschluss (AZ 192/09).

2.2 Chemikalien und Gerate

2.2.1 Chemikalien und Materialien

* Agarose: Roth

+  API®50 CH: bioMeriéux

+  API®50 CHL Medium: bioMeriéux

» Auftragspuffer: 1,25 g Ficoll in 7,5 ml Destilliertem H20O Uber Nacht l6sen plus
Spatelspitze Bromphenolblau

* Aqua dest.: Braun

« BioVison®D + L- Laktat Assay Kit

«  DNA- Aufreinigung: QIAquick® PCR Purifikation Kit

» DHPLC-Puffer: Transgenomic

« EB Puffer : QIAquick® PCR Purifikation Kit

+ Elutiontubes, Maxwell® 16 Tissue LEV Total Purification Kit, Promega

* Impfschlingen: Sarstedt

« Jogurt Drinks: Actimel® und Yakult®

+ Kuivetten: Sarstedt

* Lysis-Solution: Destilliertes H20 (44,5 ml), KOH 5 M (4 ml), EDTA 0,5 M (1 ml),
DTT1 M (0,5 ml)

«  Maxwell®Kit: 16 Tissue LEV Total Purification Kit, Promega

* McFarland Standard: Remel

* NacCl 0,9 %: Fresenius, Braun

* Neutralisationspuffer: 40 % 1 M HCI, 60 % M Tris / HCI

* Nuklease freies Wasser: Promega

+ Paraffindl, bioMeriéux

* Pasteur Kapillarpipetten, 150 mm: WU Mainz

«  PB Puffer : QIAquick® PCR Purifikation Kit

« PCR-Puffer: Tris / HCI 1M (10 ml), MgCI2 1 M (1 ml), KCI 1 M (12,5 ml), 10 %
Tween20 (2,5 ml), Gelatine (5 ml), destilliertes H20 (19 ml)

* Phusion™ Flash PCR Master Mix: Finnzymes

* Piko-PCR Mastermix: : 35 ul Phusion™ Flash PCR Master Mix, 3,5 pl Primer 933 F
(20 pmol/ul), 35 pl Primer 1407 R (10 pmol/ul), 24,5 pl Nuklease freies Wasser

11
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Pipetten: Gilson und Biohit

Pipettenspitzen mit Filter: Nerbe plus

Prokaryonten Mastermix (Rezept fir 50 « 95 pul): 500 pyl PCR-Puffer , 200 pyl d"NTP-
Mix (1,25mM), 10 ul Primer 933 F (100 pmol/pul), 10 pl Primer 1407 R (100 pmol/ul),
15 pl Tag- Polymerase ,destilliertes H20 (4015 pl)

Reaktionsgefalie: 1,5ml, 2ml Eppendorf und Sarstedt

Rohrchen 50 ml: Greiner bio-one

TBE-Puffer (TRIS-Borat-EDTA-Puffer), 10x: TRIS 108g, 20 ml 0,5M EDTA pH 8,3,
559 Borsaure, destilliertes H20

2.2.2 Geréate

Brutschrank: Steri-Cult 200, Forma Scientific

DHPLC: Transgenomic 3500 HT Wave® DHPLC System inkl. Fragment Collector
Digitale Gel-Dokumentation: Biorad Universal Hood Il

Kihlschrank +2°C: Bosch

Maxwell® 16 MD:, Promega

Mikrovolumen Spektralphotometer: NanoDrop 1000, Thermo Scientific
Photometer: Gene Quant 1300, General Electric Company

Piko® Thermal Cycler: Finnzymes

Sicherheitswerkbank: HeraSafe, Heraeus Instruments

Thermocycler: GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems®
Tiefkiihltruhen: -25°C: Sanyo, -80°C Heraeus

Vitek® MS Gerét: bioMeriéux

Vortexer: Vortex Genie 2, Scientific Industries

Waage: Kern 822

Zentrifuge: Perfect spin 24, peqglLab

2.3 Kulturmedien

Columbia-Agar mit 5% Schafblut, BD: Anzuchtmedium fir Mikroorganismen,
Gram- positive Keime und andere Spezies aus klinischem Untersuchungsmaterial.
Geeignet zur Beurteilung der Hamolyseformen. (Pankreatisch abgebautes Casein
12 g, Peptisch abgebautes Tiergewebe 5 g, Hefeextrakt 3 g, Rindfleischextrakt 3 g,
Maisstarke 1g, Natriumchlorid 5 g, Agar 13,5 g, Defibriniertes Schafblut 5 %)
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LBS, BBL™/BD: LBS (Lactobacillus Selection) Agar und Broth werden zur
selektiven Isolation und Anzucht bzw. Kultivierung von Lactobacillus- Spezies
verwendet. (Pankreatisch abgebautes Casein 10 g, Natriumacetathydrat 25 g,
Hefeextrakt 5 g, Essigsdure 1,3 mL, Kaliumdihydrogenphosphat 6 g,
Magnesiumsulfat 0,575 g, Ammonium-Citrat 2 g, Mangansulfat 0,12 g, Glucose
20,0 Eisen(ll)-sulfat 0,034, Polysorbat 80 1 g, pH 5,5 +/- 0,2)

MRS, Difco™/BP: MRS Agar und MRS Broth werden zur Isolation, Anzucht und
Kultivierung von Lactobacilli verwendet. Die Zusammensetzung des Mediums
basiert auf dem Rezept von deMan, Rogosa and Sharpe (Man et al., 1960)
(Proteose- Pepton 10 g, Rinderextrakt 10 g, Hefeextrakt 5 g, Dextrose 20 g,
Polysorbat 80 1 g, Ammoniumcitrat 2 g, Natriumacetat 5 g, Magnesiumsulfat 0,19,
Mangansulfat 0,05 g, Dikaliumphosphat 2 g, pH 6,5 +/- 0,2).

2.4 Datenverarbeitung, Hard- und Software

Citavi 4.4: Swiss Academic Software

Identifizierungssoftware apiweb™

MegAlign: DNA-Star Lasergene

Myla™-Software, bioMeriéux

NCBI BLAST® (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Office XP: Microsoft

Quantity One Version 4.6.3: Bio-Rad Laboratories

SepsiTest” BLAST (http://www.sepsitest-blast.de/de/index.html)
SEQMan: DNA-Star Lasergene®

2.5 Methoden

2.5.1 Stuhlprobenverarbeitung

2511 Vorbereitung fir PCR/DHPLC- Analyse

Aus den zu untersuchenden Stuhlprobenréhrchen wurden zunadchst mit einer sterilen

10 pl Impfschlinge 0,2 g Stuhlprobe entnommen und in ein steriles Reaktionsgefald

gegeben. Nach Zugabe von 2 ml sterilem 0,9% NaCl wurden die Proben zur

Herstellung einer homogenen Suspension gut gemischt. Nach zehnminUtiger

Wartezeit, in denen sich die groben Bestandteile der Mischung absetzten sollten,

wurden 50 pl Uberstand aus der Probe entnommen und in ein neues steriles GefaR mit
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500 ml 0,9% NaCl gegeben. Dieser Ansatz wurde erneut gut gemischt und bis zur

weiteren Verarbeitung mittels Maxwell (siehe Kapitel 2.5.2.1) bei - 20 °C eingefroren.

2.5.1.2 Kulturelle Anzucht der Milchsaurebakterien

Den Stuhlprobenréhrchen wurde nach Abnahme von 0,2 g Stuhlprobe fir die
PCR/DHPLC- Analyse einige Tropfen steriles NaCl 0,9 % hinzugefligt und die
entstandene Mischung gut gemischt. Anschlieend wurde die Probe auf drei
verschiedenen Nahrbdden (Blut-, LBS- und MRS- Agar) fraktioniert ausgestrichen und
fir zwei Tage bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Zur Herstellung von Reinkulturen
erfolgte zunachst der erneute Ausstrich der Einzelkolonien auf MRS und wiederum die
oben beschriebene Inkubation. Zur Isolation der Milchsaurebakterien aus den
verwendeten Jogurt Drinks wurde nach gleichem Schema ein fraktionierter Ausstrich
auf MRS hergestellt.

2.5.2 Identifikation der einzelnen Milchs&urebakterien

2521 16S rDNA- Sequenzierung
25.2.1.1 Zelllyse

Zunachst wurden 50 pl autoklaviertes Wasser in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 gegeben.
AnschlieRend wurde mit Hilfe einer 1 pl Impfése eine Kolonie der zur untersuchenden
Kultur von der Platte abgenommen und mit dem Wasser vermischt, bis eine deutliche
Tribung zu erkennen war. Nach Zugabe von 50 pul Lysis Solution wurde die Probe gut
gemischt und fir 15 Minuten bei 95 °C im Heizblock erhitzt. Danach erfolgte das
Abstoppen der Reaktion mittels Zugabe von 50 pl Neutralisationslésung. Nach
Zentrifugation fur zwei Minuten bei 13.000 rpm wurden 5 pl aus dem oberen Drittel des

Reaktionsgefalles entnommen und fir die anschlieRende PCR verwendet.

2.5.2.1.2 Polymerase- Ketten- Reaktion

Die mit Hilfe der Zelllyse gewonnene DNA sollte nun durch PCR amplifiziert werden.

Dazu wurde der zuvor aufgeflihrte Prokaryonten Mastermix angefertigt (siehe Kapitel
2.2.1). Die verwendeten Primer 933 F (5"- GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G -
3") und 1407 R (5°- GAC GGG CGG TGT GTA CAA G - 3") bestehen aus kurzen
Sequenzen, die an das 16S rRNS- Gen von Prokaryonten binden (Domann et al.,
2003; Imirzalioglu et al., 2008). Das PCR-Produkt hatte eine Lange von 474 bp. Die

Amplifizierung und Sequenzierung der 16S rRNS Gen Sequenzen gilt als etabliertes
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und standardisiertes Instrument zur Identifikation verschiedener Prokaryonten (Janda
et al., 2007). Zu 95 pl Mastermix wurden 5 pl Probe gegeben und die Mixtur leicht
gemischt. Zum Thermocycling wurde folgendes Protokoll genutzt: 94°C fir 2 Minuten,
dann 94°C fur 40 Sekunden, 56°C fir 40 Sekunden, 72°C fur 1 Minute flr 25 Zyklen,
dann, 72 °C fur 5 Minuten und bei 4 °C kihlen.

2.5.2.1.3 Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der PCR-Produkte diente die Durchfiihrung einer Elektrophorese.
Dazu wurde ein Agarose- Gel hergestellt. Zu 400 ml 1x TBE Puffer wurden 4 ¢
Agarose- Pulver gegeben und in der Mikrowelle fiir 6 min. zum Kochen gebracht.

Die nun homogene Mischung wurde unter stdndigem Schwenken in einem Eisbad
abgekdhlt. AnschlieRend wurden 30 pl EtBr hinzu pipettiert und sanft geschwenkt. Das
noch flissige Gel wurde dann in eine Kammer mit Gelkhmmen gegossen und die
endgultige Trocknung und Hartung erfolgte fur ca. 40 min.

Das ausgehartete Gel wurde in eine mit 1x TBE gefullte Elektrophoresekammer
gegeben. Nach dem Herauslésen der Ka&mme konnten in die Taschen jeweils 6 pl
PCR- Produkt und 6 pl Auftragspuffer gegeben werden. Zum Langenabgleich wurde
ein DNA Marker aufgetragen. Nach dem Anschliel3en der Kammer an ein Netzgerat
(150 V, 225 mA, 100W) fur eine Stunde erfolgte die Dokumentation des Ergebnisses
mittels UV-Fotoapparat. Eine Bande zeigte ein positives Ergebnis an und das PCR-

Produkt konnte fiir die Sequenzierung aufgereinigt werden.

M P1 P2 P3 P4 NK

Abbildung 1: Gelelektrophorese: Agarose- Gel mit aufgetragenen PCR- Produkten und Negativ- Kontrolle
nach 1 h Elektrophorese. M = Marker, P = Probe, NK = Negativ- Kontrolle, bp = base pairs.
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2.5.2.1.4 DNA- Aufreinigung

Die Aufreinigung des PCR Produktes erfolgte mit dem QIAquick® PCR Purifikation Kit.
Zu einem Volumen PCR Produkt wurden funf Volumen PB Puffer gegeben und durch
auf- und abpipettieren gemischt. Eine Gelbfarbung des Gemisches zeigte den richtigen
pH Wert an. Danach wurde die Probe auf eine QIAquick® S&ule gegeben und bei
13.000 rpm fur 60 Sekunden lang zentrifugiert. Dieser Schritt diente der Bindung der
DNA an die Saule. Der Durchfluss konnte verworfen werden. Zum Waschen wurde
dann 0,75 ml PE Puffer auf die Saule gegeben und zweimalig bei 13.000 rpm 60
Sekunden lang zentrifugiert, wobei nach der ersten Zentrifugation der Durchfluss
verworfen werden musste. Anschliel3end wurde die Saule auf eine neues steriles 1,5ml
Reaktionsgefald aufgesteckt und 30 ul Nuklease freies Wasser auf das Zentrum der
Saulenmembran gegeben. Nach erneutem Zentrifugieren fir 60 Sekunden bei 13.000
rom konnte die Saule verworfen werden und die nun aufgereinigte DNA zur

Sequenzierung weiter vorbereitet werden.

2.5.2.1.5 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde durch die AGOWA GmbH vorgenommen. Fir ein
bestmogliches Ergebnis sollte dazu ein Volumen von 10 pl mit einer DNA-
Konzentration von 10 ng/ul eingereicht werden. Die Reinheits- und
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Mikrovolumen Spektralphotometer
NanoDrop® 1000. Dazu wurden 1 pl Probe auf das Gerat aufgetragen. Der
260nm/280nm Quotient konnte als Reinheitsindex verwendet werden und sollte bei
~1.8 liegen. Bei zu hoher Konzentration wurde mit Nuklease freiem Wasser verdinnt.
Den Proben wurden vor dem versenden zur Sequenzierung noch 4 pl des Primers

1407 R in einer Konzentration von 5 pmol/ul hinzugegeben.

complete 2{21/2013 213 AM
Exit
User Defoult
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010+, ' " yren " yi—t o .
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37.1 X000 -0 46/48/16

Abbildung 2: DNA- Konzentrationsbestimmung mit NanoDrop® Spektralphotometer: Gemessen wird die
Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm. Der 260nm/280nm Quotient dient als Reinheitsindex; unten
rechts grin hinterlegt die gemessene DNA- Konzentration in der getesteten Probe.
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2.5.2.1.6 Bioinformatische Analyse

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden dem Institut per Email Gbermittelt und mit
dem Programm DNA Star von Lasergene® verarbeitet. Die letztendliche Identifikation
erfolgte dann durch Abgleich der ermittelten DNA- Sequenz mit bereits bekannten 16S
rDNA- Sequenzen verschiedenster Prokaryonten durch die Internet-Datenbanken
SepsiTest” BLAST und NCBI BLAST®.

25.2.2 Biochemische Identifizierung

Milchsaurebakterien, die aufgrund einer zu groRen Homologie der ermittelten 16S
rDNA- Sequenz nicht eindeutig einer Lactobacillus Spezies zugeordnet werden
konnten, wurden biochemisch mittels des API® 50 CH Testverfahrens identifiziert. Das
Kit besteht aus 50 Mikroréhrchen zur Prifung des Kohlenhydratstoffwechsels von
Mikroorganismen. Durch Farbanderung wahrend der Inkubation wird die Fermentation
der Kohlenhydrate angezeigt. Die Testdurchfilhrung wurde nach Anleitung des Kits
durchgefuhrt: Zunachst wurde die komplette Reinkultur von der Anzuchtplatte (MRS)
genommen und in einem Reagenzglas mit 2 ml Aqua dest. eine dichte Suspension
hergestellt. Aus dieser Suspension wurden einige Tropfen in ein zweites Reagenzglas
gefullt mit 5 ml Aqua dest. titriert, bis die Trubung dem McFarland 2 Standard
entsprach. Die bendtigte Tropfenanzahl wurde notiert. AnschlieRend wurde das
Doppelte der notierten Tropfenzahl in eine Ampulle API® 50 CHL Medium Uberfihrt.
Das auf diese Weise beimpfte Medium wurde dann sofort verwendet und in die
Rohrchen des API® 50 CH Kits pipettiert. Die Kammer des Kits wurde zuvor mit 10 ml
Aqua dest. befeuchtet. AbschlielRend wurden die Rohrchen mit Paraffindl
Uberschichtet und fir 48 h bei 37°C inkubiert. Ein Farbumschlag nach Gelb bzw.
Schwarz zeigte eine Saurebildung an. Dem so entstanden biochemischen Profil konnte
dann mit Hilfe der Identifizierungssoftware apiweb™ eine bestimmte Lactobacillus

Spezies zugeordnet werden.
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Abbildung 3:Biochemische Identifizierung mittels API® CH 50 : Mikrorohrchen des API® CH 50 Kits gefullt
mit beimpftem API® 50 CHE Medium und mit Paraffindl iberschichtet: links vor Inkubation, rechts nach 48
h Inkubation. Die ins Gelbe bzw. Schwarze umgeschlagenen Mikroréhrchen zeigen eine Saurebildung an.

25.2.3 Massenspektrometrische ldentifizierung

Als weiteres Verfahren zur Identifizierung der isolierten Milchs&urebakterien wurde die
MALDI-TOF-MS eingesetzt. Dabei werden die ribosomalen Proteine der
Bakterienkultur zusammen mit einer Matrix nach Beschuss mit einem Laser desorbiert,
ionisiert und im elektrischen Feld beschleunigt. In einem Flugrohr trennen sie sich
entsprechend ihrer Ladung und Masse auf und spezifische Massenspektren werden
erzeugt (Schubert et al., 2010).

Bei der Durchfiihrung wurde mit einer 1 pl Impfschlinge eine kleine Menge der zu
identifizierenden Reinkultur auf einen Spot einer 3x16 Felder Targetplatte aufgebracht
und anschlieBend mit 1 pl Matrix tberschichtet. Als Standard wurde in die Mitte 16er
Feldes der Targetplatte eine Escherichia coli Kultur aufgetragen. Die Platte wurde
sodann ins Vitek® MS Gerat eingefilhrt. Dort wurde in einem Hochvakuum das
Massenspektrum erstellt, welches spater mit Hilfe der Myla™-Software mit Referenz-
spektren verschiedener Bakterien verglichen wurde und durch Abgleich mit der
internen Datenbank zu ldentifizierung fUhrte.
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2.5.3 Untersuchung auf dominante Keime

2.5.3.1  DNA- Extraktion mittels Maxwell®

Die DNA- Extraktion aus den Stuhlproben der Patienten wurde durch das Maxwell® 16
MDx Aufreinigungsystem zur automatischen DNA- Isolierung vorgenommen. Das
System besteht aus dem Maxwell® 16 MDx Gerat mit passendem Rack sowie einem

Kit mit Kartuschen, Elutiontubes und StoReln.

I
-~
N
@
o
@

Abbildung 4: Maxwell® 16 MDx Aufreinigungsystem: Rechts ist die Kartusche zu sehen. In die

erste Vertiefung (Pfeil) wird die Probe gegeben, in der achten Vertiefung ist der Sté3el zu

erkennen. Links die ins Rack des Maxwell® 16 MDx Aufreinigungsystem eingesetzte

Kartusche. Davor ist das Elutiontube (Promega) zu sehen (roter Kasten).
Die zu untersuchenden Stuhlproben wurden zuvor abgemessen und mit 0,9 % NacCl
vermischt (siehe Kapitel 2.5.1.1). Aus diesem Ansatz wurden dann 200 pl in die erste
Vertiefung einer Kartusche des Maxwell® Kits gegeben. Als nédchstes wurden die
Elutiontubes des Kits in die dafir vorgesehen Versenkung im Rack gesteckt und 100 pl
Nuklease freies Wasser hinein gegeben. Bevor das Gerat gestartet werden konnte,
wurden noch StoRel in die achte Vertiefung der Kartusche gesteckt. Durch Lysierung
und mehrmaliges Waschen wurde die DNA nun automatisch von dem Gerét extrahiert
und in das vorbereitete Elutiontube gegeben. Am Ende wurden der extrahierten DNA
noch 400 pl Nuklease freies Wasser hinzugegeben und die Probe bis zu weiteren

Verarbeitung kihl gelagert bzw. bei — 30°C eingefroren.
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2.5.3.2  PCR mittels Piko® Thermal Cycler

Die Amplifizierung der aus den Stuhlproben extrahieren DNA wurde mit dem Piko®

Thermal Cycler durchgefuhrt. Mit Hilfe dieses Thermal Cyclers kénnen auch kleinste
Mengen DNA in sehr kurzer Zeit vervielfaltigt werden.

Dem oben erwéhnten Piko-PCR Mastermix (siehe Kapitel 2.2.1) wurden jeweils 3,5 pl
Probe hinzugeben. Zum Thermocycling wurde dabei folgendes Protokoll genutzt:

98°C fur 10 Sekunden, 68°C fur 5 Sekunden, 72°C fur 10 Sekunden und bei 4 °C
kihlen. Die amplifizierten DNA Proben wurden dann bis zur weiteren Analyse bei - 20
°C eingefroren.

2.5.3.3 PCR/DHPLC- Analyse mittels WAVE®

Die amplifizierte DNA aus den Stuhlproben der Patienten mit KDS wurde dann mit dem
WAVE® System weiter analysiert. Mit Hilfe dieser Methode ist es méglich,
Bakteriengemische aufzutrennen und charakteristische Peakprofile ihrer DNA zu
erstellen. Gezeigt wurde dies in Untersuchungen an Urinproben (Domann et al., 2003;
Imirzalioglu et al., 2008), Stuhlproben (Skraban et al., 2013; Rougé et al., 2010) sowie
Schlamm, Kompost und Erde (Wagner et al.,, 2009). Ausgangsmaterial fur diese
Untersuchung waren die PCR Produkte, welche mittels Maxwell und Piko Cycler aus
den Stuhlproben der Patienten und Kontrollgruppen erstellt wurden (siehe Kapitel
2.5.3.1 und 2.5.3.2). Dabei wurden jeweils 15ul des PCR Produktes in eine 96- well-
Platte pipettiert und der Durchlauf gestartet. Nach einer Equiliebriungsphase wird die
DNA auf eine Chromatographiesaule gegeben und anschlieRend eluiert. Die einzelnen
DNA- Sticke binden dann, mit Hilfe von Temperaturverdnderungen und der
Verwendung spezieller Puffer, aufgrund ihrer unterschiedlichen Basensequenzen und
damit verbundenen Unterschieden in GC- Gehalt und Ladung, mit unterschiedlicher
Affinitdt an die Saule.

Durch Messung der UV- Absorption im zeitlichen Verlauf entstehen dabei
basensequenzspezifische Peaks, die in einem Schaubild, mit UV-

Absorption als y- Achse und Zeit als x- Achse, dargestellt werden kdénnen. Je nach

Bakteriengehalt der einzelnen Proben entstehen so unterschiedliche Profile.
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2.5.4 D- + L- Laktatbestimmung

254.1 Versuchsaufbau

Die aus den Stuhlproben isolierten und identifizierten Michsaurebakterien (siehe
Kapitel 2.5.1 + 2.5.2) wurden als Reinkulturen zunachst auf MRS- Agar Platten
ausgestrichen und fur mindestens 48h in einem 5%- CO,- Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurde je eine Kolonie der Kultur in ein Reagenzglas mit 10 ml MRS-
Flissigmedium gegeben und verschlossen. Diese wurden dann Uber mehrere Tage
ebenfalls in einem 5%- CO,- Brutschrank inkubiert. Im Verlauf wurde mittels eines
Photometers die optische Dichte bei einer Wellenlange von 600nm bestimmt und somit
eine Wachstumskurve der einzelnen Bakterien erstellt. Zum jeweiligen Messzeitpunkt
wurden, nach kurzer Zentrifugation, 1 ml der Probe asserviert und bis zur Bestimmung
der darin enthalten Laktatkonzentration bei - 80 °C eingefroren. Um eine weitere
Laktatproduktion zu vermeiden wurden vorher die Zellbestandteile fir 10 min bei
13.000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand entnommen.

Abbildung 5: Reagenzglaser mit MRS- Flussigmedium: In die mit MRS- Flussigmedium gefllten
Reagenzglaser wurde je eine Kolonie der verschiedenen Milchsdurebakterien gegeben und im
Brutschrank inkubiert. Am Boden der Reagenzgléser sind gewachsene Bakterienrasen zu erkennen.

2542 D- + L- Laktat Enzym- Assays

Die Bestimmung der D- und L- Laktatkonzentration wurden im Institut fur
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie , Molekulare Diagnostik, durch Frau Dr.
Giffhorn- Katz durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Literaturrecherche
Alter (Jahren),Geschlecht

Autor, Jahr

Grunderkrankung

Bakterium

Schoorel et al, 1980

Satohet al,, 1982

Perlmutter et al., 1983

Rosenthal et al.,, 1985

Haan et al.,, 1985

Scully et al., 1989

Mayne et al., 1990

Gurevitch, et al.,, 1993

Koletzko et al., 1994

Bongaerts G et al., 1995

Kaneko et al.,, 1997

Day et al,, 1999

Godey et al.2000

Zhang et al., 2003

Soler et al., 2003

Puwanant et al., 2005

Ku et al., 2006
Dahhak et al., 2008

Munakata et al. 2010

3 J, mannlich

2 9/12, weiblich

59/12, méannlich

5, mannlich

16/12, mannlich

2 6/12, mannlich

8, mannlich

16, mannlich

9, weiblich

1 8/12, méannlich

9, méannlich
1, weiblich

3, weiblich

5, mannlich

5, mannlich

2 9/12, weiblich

12, mannlich

11, mannlich

14, mannlich

5, mannlich
6, unbekannt

5, weiblich

Mesenterialinfarkt

Volvulus

Volvulus

Malrotation/Volvulus

Volvulus

Volvulus

Volvulus

Resektion nach Trauma

Volvulus

Malrotation/Volvulus

Volvulus
Keine Angaben

Keine Angaben

Volvulus

Gastroschisis

Volvulus

Volvulus

Nekrotisierende
Enterocolitis
Volvulus

Volvulus
Gastroschisis

Jejunoileale Atresie

Lactobacillus buchneri

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus fermentum
Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus fermentum

Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus acidophilus

Tabelle 1: Ubersicht iiber Fallberichte zum Thema D- Laktat Azidose assoziierter Encephalopathie bei
Kindern mit KDS: Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Fallberichte bei Kindern mit
Kurzdarmsyndrom und D-Laktat Azidose assoziierter Encephalopathie. Angegeben sind Autor und Jahr
sowie das Alter der Patienten, das Geschlecht, die Grunderkrankung und das mit der Laktat- Azidose in
Verbindung gebrachte Milchséurebakterium.
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Im Rahmen der Literaturrecherche fir diese Arbeit wurden 19 Fallberichte mit 22
Kindern mit D-Laktat Azidose assoziierter Encephalopathie gefunden. Der Zeitraum
erstreckt sich von der Erstbeschreibung einer D- Laktat Azidose assoziierter
Encephalopathie beim Menschen im Jahre 1979 (Oh et al., 1979) bis 2013 (siehe
Tabelle 1).

Das Durchschnittsalter der Kinder lag in der bisherigen Literatur bei 6,1 Jahren.

Das Geschlechterverhaltnis belief sich bei 15 Jungen und 6 Madchen, sowie einen

Patienten ohne Angabe, auf 2,5:1.

Alter N Minimum Maximum Mittelwert Median
Literatur 22 1 16 6,1 5

Tabelle 2: Altersverteilung in den Fallberichten: Verteilung der Patienten mit D-Laktat- Azidose assoziierter
Encephalopathie aus den in dieser Arbeit verwendeten Fallberichten nach Alter in Jahren.

Weiblich 6 27,3 %
Mannlich 15 68,2 %
Unbekannt 1 4,5 %

Gesamt 22 100 %

Tabelle 3: Geschlechtsverteilung in den Fallberichten: Verteilung der Patienten mit D- Laktat- Azidose
assoziierter Encephalopathie aus den in dieser Arbeit verwendeten Fallberichten nach Geschlecht mit
absoluter und relativer Haufigkeit.

Grunderkrankungen der Patienten mit D- Laktat Azidose

assoziierter Encephalopathie und KDS aus der Literatur
@ Volvulus

4,5%/1

@ Gastroschisis
4,5%/1
@ Mesenterialinfarkt

4,5%/1

B Trauma

4,5%/1

64%/14 @ Nekrotisierende Enterokolitis

DIntestinale Atresie

D Keine Angaben

Abbildung 6: Grunderkrankungen der Patienten mit D- Laktat Azidose assoziierter Encephalopathie und
KDS aus der Literatur. Dargestellt sind die relative und absolute Haufigkeit der einzelnen
Grunderkrankungen.

Die haufigste Grunderkrankung war ein Volvulus mit 64%, gefolgt von einer

Gastroschisis (9 %). Je einmal vertreten waren ein Mesenterialinfarkt, eine
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ausgedehnte Resektion nach Trauma, eine nekrotisierende Enterocolitis sowie eine
intestinalen Atresie. In zwei Fallen wurde keine Angabe zur Grunderkrankung gemacht.
Bei zwolf Fallen wurde Angaben zur gefundenen Lactobacillus- Spezies gemacht.
Dabei wurde Lactobacillus acidophilus siebenmal und Lactobacillus fermentum flnfmal
beschrieben. Lactobacillus delbrueckii wurde zweimal erwédhnt. Je einmal wurden

Lactobacillus buchneri und Lactobacillus rhamnosus aus den Stuhlproben isoliert.

3.2 Patienten und Probanden dieser Studie

Von den 93 angeschrieben Familien der Patienten mit Kurzdarmsyndrom beteiligten
sich 18 Patienten durch ausgefillite Fragebdgen sowie der Einsendung dreier
Stuhlproben an dieser Studie. Eine Patientin wurde aufgrund fehlender Angaben zum
Vorliegen eines KDS und der Grunderkrankung einer Trisomie 11 und damit
verbundenen Schwierigkeiten in der Verwertung neurologischer Aufféalligkeiten von der
Studie ausgeschlossen.

Das Durchschnittsalter der in die Studie aufgenommener Patienten betrug 11,5 Jahre.
Das Geschlechterverhéltnis belief sich bei zwdlf Jungen und funf Madchen auf 2,4:1.

Alter N Minimum Maximum Mittelwert Median
KDS 17 2 29 11,5 14

Tabelle 4: Altersverteilung der Patienten mit KDS in dieser Studie: Verteilung der Patienten mit KDS nach
Alter in Jahren.

Geschlecht Absolute Haufigkeit  Relative Haufigkeit

Weiblich 5 29,4 %
Mannlich 12 70,6 %
Gesamt 17 100 %

Tabelle 5: Geschlechtsverteilung der Patienten mit KDS in dieser Studie: Verteilung der Patienten mit KDS
nach Geschlecht mit absoluter und relativer Haufigkeit.

Die Kontrollgruppe bestand aus insgesamt 69 Probanden, wobei 26 Stuhlproben von
Kindern ohne gastrointestinale Symptome (Gruppe G) und 43 Stuhlproben von Kindern
mit Diarrhoe (Gruppe DIA) gesammelt wurden. Dabei betrug das Durchschnittsalter der
Gruppe DIA 7,5 Jahre und das Durchschnittsalter der Gruppe G 6,5 Jahre. In der
gesamten Kontrollgruppe (KG) lag das Durchschnittsalter bei 7,2 Jahren. Der Median

lag in allen Gruppen bei 6 Jahren.
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DIA 43 0 19 7,5 6
G 26 1 19 6,5 6
KG 69 0 19 7,2 6

Tabelle 6: Altersverteilung der Patienten in der Kontrollgruppe: Verteilung der beiden Kontrollgruppen mit
Kinder ohne gastrointestinale (G) und mit gastrointestinaler Symptomatik (DIA) nach Alter in Jahren sowie
kombiniert als Kontrollgruppe- Gesamt (KG)

Das Geschlechterverhaltnis belief sich in der Gruppe DIA bei 26 Jungen und 17
Méadchen auf 1,5:1, in der Gruppe G bei 11 Jungen und 15 Madchen auf 1,4:1.
Das Geschlechtsverhéltnis beider Kontrollgruppen zusammen betrug 1,2:1.

Geschlecht Absolute Haufigkeit Relative Haufigkeit
DIA G KG DIA G KG

Weiblich 17 15 32 395% 57,7% 46,4%
Mannlich 26 11 37 60,5% 42,3% 53,6%
Gesamt 43 26 69 100 % 100% 100%

Tabelle 7: Geschlechtsverteilung in den Kontrollgruppen: Verteilung beider Kontrollgruppen nach
Geschlecht mit absoluter und relativer Haufigkeit eingeteilt in die Gruppe mit gastrointestinaler
Symptomatik (DIA), ohne gastrointestinaler Symptomatik (G) und kombiniert (KG).

3.3 Auswertung des Fragebogens

Die zugeschickten Fragebdgen wurden von den Eltern der Patienten nach bestem
Wissen ausgefillt und zusammen mit den Stuhlproben an uns zuriickgesandt. Neben
Angaben zur Person und zur Krankengeschichte sollten Angaben zu neurologischen
Symptomen, wie sie im Rahmen einer D-Laktat Azidose vorkommen kénnen, gemacht
werden (ungewohnlich starke/zunehmende Schlafrigkeit, Sprachstérungen, Stérungen
der Bewegungskoordination, sonstige Verhaltensauffalligkeiten). Auf3erdem sollten
Angaben zum zeitlichen Auftreten der Symptome sowie zur Einnahme von Probiotika

gemacht werden (siehe Tabelle 5).



Ergebnisse

Grunderkrankung

Neurologische

Auffélligkeiten zum
Abnahmezeitpunkt

Frihere Laktat Azidosen/
Zeitraum/ Symptome

Angegebene
Medikation/ Probiotika

1 14 w Vesico- intestinale Nein Nein Rez. Antibiotika, 3 x tgl
Fissur 3 Tbl.  Nephrotrans
(Natriumhydrogencarbo
nat)
2 14 m Aganglionose Nein Nein Nein
3 15 w Omphalozele Nein Nein Nein
4 16 m Volvulus Nein Nein Nein
5 12 m Nekrotisierende Nein Nein 3 x Monat No-Name
Enterocolitis Probiotika
6 10 m Aganglionose Nein Nein Nein
7 14 m Volvulus Nein Einmalige Episode/ 2002, 20 ml
Ungewdhnlich Natriumbicarbonat p.o.
starke/zunehmende alle 2 Tage
Schlafrigkeit,
Sprachstoérung: wirkte wie
stark alkoholisiert, Stdrung
der Bewegungskoordination
14 w Gastroschisis Nein Nein Nein
9 14 m Dinndarmatresie Nein Einmalige Episode 01/04 2x Woche Actimel ( L.
Ungewdhnlich Casei Danone®)
starke/zunehmende
Schlafrigkeit,
Sprachstorung: lallende
Sprache, Storung der
Bewegungskoordination:
torkliger Gang, konnte ohne
Hilfe nicht laufen
10 22 w Neuronale intestinale  Nein Nein 3- 4x Woche Activia
Dysplasie Typ B (Bifidus Kultur
ActiRegularis®)
11 29 m Volvulus Nein Zweimalige Episoden, Nein
jeweils nach 1- 2 Wochen
ohne parenterale Ernéhrung,
Ungewdhnlich
starke/zunehmende
Schlé&frigkeit, Sprachstorung:
lallende Sprache, Storung
der Bewegungskoordination:
torkliger Gang, wie
Bertrunken
12 9 w Aganglionose Nein Nein Nein
13 17 m Aganglionose Nein Nein Nein
14 7 m Volvulus Nein Ja (2004, 2009), Schwindel, 3 Kps LGG pro Tag
Gangunsicherheit, sehr  (Lactobacillus
undeutliche Sprache, rhamnosus GG)
starke
Mudigkeit/Schlafrigkeit
15 2 m Volvulus Ja: Ungewdhnlich  Ja (12/09, 01/10) Nein
starke/zunehmende
Schlafrigkeit,Stérung der
Bewegungskoordination:
torkliger Gang
16 5 m Omphalozele Nein Nein 2 x 1 Bil. LGG
Infectodiarrstop
(Lactobacillus
rhamnosus GG)
17 4 m Volvulus nach Ja: Ungewdhnlich  Nein Mutaflor (E. coli Nissle)
Malrotation starke/zunehmende
Schlafrigkeit,
Sprachstérung, Stérung
der

Bewegungskoordination

Tabelle 8: Tabellarische Zusammenfassung der

Ergebnisse aus den Fragebdgen:

Liste der KDS-

Patienten mit Alter (A), Geschlecht (G), Grunderkrankung, neurologischen Auffalligkeiten vor und wahrend
der Studie sowie Angaben zur Probiotika- bzw. Medikamenten- Einnahme. w =weiblich, m = ménnlich,
N = Zugeordnete Patientennummer.
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3.3.1 Grunderkrankung der Patienten mit KDS

Alle 17 Patienten mussten sich aufgrund ihrer Grunderkrankung bereits im
Neugeborenenalter einer grol3en Darmoperation unterziehen aus welcher ein
Kurzdarmsyndrom resultierte. Die h&ufigste Grunderkrankung war dabei ein Volvulus
(35,3 %), gefolgt von der Aganglionose (23,5%). An dritter Stelle Stand mit
zweimaligen Auftreten die Omphalozele (11,8%). Jeweils einmalig war eine
Gastrochisis, eine nekrotisierende Enterocolitis, eine intestinale neuronale Dysplasie
Typ B, eine Dinndarmatresie sowie eine Vesico- intestinale Fissur Ursache eines

Kurzdarmsyndroms.

Grunderkrankungen der Patienten mit KDS aus dieser Studie

o, /4|

6%/1 @ Volvulus

M Aganglionose

@ Omphalozele

@ Diunndarmatresie

@ Gastroschisis

@ Nekrotisierende Enterokolitis
Dlntestinale neuronale Dysplasie Typ B

O Vesico- intestinale Fissur

Abbildung 7: Grunderkrankungen der Patienten mit KDS aus dieser Studie: Verteilung der
Grunderkrankung der an der Studie beteiligten Patienten mit KDS mit relativer und absoluter Haufigkeit.

3.3.2 Angaben zu neurologischen Auffalligkeiten

Insgesamt gaben sechs der 17 Patienten an, zum Zeitpunkt der Stuhlprobeentnahme
oder friher an neurologischen Symptomen gelitten zu haben (35,3%). Von diesen
sechs Patienten zeigten zwei Patienten wéhrend der Abnahme der Stuhlproben
neurologische Symptome, die mit einer D- Laktat Azidose einher gehen kénnen. Einer
dieser Patienten hatte bereits frilher zweimalige Episoden mit D- Laktat Azidosen,
wobei er &hnliche Symptome zeigte. Beim zweiten Patient traten diese Symptome
erstmalig auf. Die Eltern beider Patienten bestatigten die Angaben der neurologischen
Symptomatik wahrend der Stuhlprobenabnahme im Rahmen eines Telefonates.

Bei elf Patienten wurde das Auftreten von Symptomen verneint (64,7%).

Vier Patienten zeigten in der Vergangenheit Symptome eine D-Laktat Azidose jedoch

nicht zum Studienzeitpunkt. Einer der Patienten hatte dabei rezidivierende Symptome

27



Ergebnisse

nach 1 — 2 Wochen ohne parenteraler Ernghrung. Ein Patient zeigte in den Jahren
2004 und 2009 neurologische Auffalligkeiten. Die anderen beiden Patienten hatten nur
eine Episode in den Jahren 2004 bzw. 2002.

3.3.3 Angaben zu Probiotika- Einnahme bzw. zu weiterer Medikation

8 der 17 Patienten machten Angaben zur Einnahme von Probiotika bzw. anderen
Medikamenten, die die Darmmikrobiota beeinflussen kdnnten. Dabei wurden dreimal
Produkte angeben, die sicher Milchsaurebakterien als probiotische Kultur beinhalten.
Zweimal handelt es sich dabei um Lactobacillus rhamnosus GG und einmal um
Lactobacillus casei Danone®. Einmal wurde ein No-Name Produkt angegeben, bei
dem die Bakterienkultur nicht zu ermitteln war. Ein angegebenes Produkt beinhaltete
die Bifidus Kultur ActiRegularis®, ein Bifidobakterium. Ein weiteres probiotisches
Produkt enthielt E. coli Nissle.

Zweimalig wurde zudem Natriumbicarbonat als regelméafig eingenommenes
Medikament angegeben, wobei einer dieser Patienten zudem rezidivierend Antibiotika

einnehmen wirde. Neunmal wurde die regelmafRige Einnahme von Probiotika verneint.

3.4 Vorkommen von Milchsaurebakterien in den Stuhlkulturen

3.4.1 Patienten mit KDS

Vorkommen von Milchsdurebakterien bei Patienten mit KDS
in dieser Studie

@Ja @ Nein

Abbildung 8: Vorkommen von Milchséurebakterien bei Patienten mit KDS in dieser Studie mit relativer und
absoluter Haufigkeit.

Von jedem der 17 Patienten wurden jeweils drei Stuhlproben bearbeitet, sodass
insgesamt 51 Stuhlproben auf das Vorkommen von Milchsaurebakterien untersucht
wurden. Dabei konnten bei 16 Patienten Milchsdurebakterien nachgewiesen werden
(94%). Nur bei einem Patient (N1) wurden keine Milchsaurebakterien im Stuhl

gefunden.
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3.4.2 Kontrollgruppen

In der Gruppe der Kinder ohne gastrointestinale Symptomatik (Gruppe G) konnten bei
16 Probanden Milchsaurebakterien nachgewiesen werden (62%). Bei zehn Kindern
kam es zu keinem Wachstum von Milchsaurebakterien in den Stuhlausstrichen auf den
MRS- Agarplatten (38%). Sechs dieser Proben stammten dabei von méannlichen
Teilnehmern.

In der Gruppe der Kinder mit Diarrhoe (Gruppe DIA) wuchsen bei 30 Probanden
Milchsaurebakterien (70%), in 13 Proben konnten keine Milchsaurebakterien
nachgewiesen werden (30%). Davon stammten zehn Stuhlproben von mannlichen
Teilnehmern.

Das Geschlechtsverhaltnis belief sich demnach in der Gruppe der Milchsaurebakterien-

freien Proben auf 2,3:1

Vorkommen von Vorkommen von
Milchsdurebakterien bei Kindern Milchsdurebakterien bei Kindern
mit Diarrhoe ohne gastrointestinale

Symptomatik

0,
38%/10 mJa

70%/30 62%/16 @ Nein

Abbildung 9: Vorkommen von Milchséurebakterien bei Kindern mit Diarrhoe und ohne gastrointestinale
Symptomatik mit relativer und absoluter Haufigkeit.

Fasst man beide Gruppen in eine grof3e Kontrollgruppe mit Stuhlproben von Kindern
ohne KDS zusammen (Gruppe KG), ergibt sich bei insgesamt 69 Proben eine relative
Haufigkeit von 33 % Milchséurebakterien- freien Proben.
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Vorkommen von Milchsdurebakterien der gesamten Kontrollgruppe

@Ja

@ Nein

Abbildung 10: Vorkommen von Milchsaurebakterien der gesamten Kontrollgruppe mit relativer und
absoluter Haufigkeit.

3.5 Anzahl identifizierter Milchsaurebakterien in den Stuhlkulturen

3.5.1 Patienten mit KDS

In den 51 Stuhlproben der Patienten mit KDS wurden insgesamt 21 verschiedene
Milchsaurebakterien identifiziert, davon 20 verschiedene Lactobacillus- Spezies sowie
einmal Pediococcus acidilactici. Im Durchschnitt wurden 3,3 verschiedene
Michsaurebakterienarten pro Patient gefunden, der Median betrug drei. Bei einem
Patienten konnten keine Milchsaurebakterien gefunden werden. Ebenfalls bei einem
weiteren Patienten nur eine Spezies. Vier Patienten hatten zwei verschiedene und
weitere vier hatten drei verschiedene Spezies im Stuhl. Bei drei Patienten wurden vier,
bei zwei weiteren funf verschiedene Spezies nachgewiesen. Zwei Patienten hatten als

Hochstwert sechs verschiedene Milchsaurebakterienarten im Stuhl.

3.5.2 Kontrollgruppen

In den 26 Proben der Gruppe der gesunden Kinder (Gruppe G) wurden zwolf
verschiedene Milchs&urebakterien identifiziert, davon zehn verschiedene Lactobacillus-
Spezies sowie zwei Pediococcus- Spezies. Im Durchschnitt wurden 1,4 verschiedene
Michsaurebakterienspezies pro Patient gefunden, der Median betrug eins. Bei
insgesamt zehn Kindern konnten keine Milchs&urebakterien gefunden werden. Bei
neun Kindern wurde nur eine Spezies gefunden. Sieben Patienten hatten zwei
verschiedene Spezies im Stuhl.

In den 43 Proben der Gruppe der Kinder mit Diarrhoe (Gruppe DIA) wurden elf

verschiedene Milchsaurebakterien identifiziert, davon neun verschiedene Lactobacillus-
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Spezies sowie zwei Pediococcus- Spezies. Im Durchschnitt wurden 1,6 verschiedene
Michs&urebakterienspezies pro Patient gefunden, der Median betrug eins. Bei
insgesamt 13 Kindern konnten keine Milchsé&urebakterien gefunden werden. Bei 16
Kindern wurde eine Spezies gefunden. Zwolf Patienten hatten zwei verschiedene
Spezies im Stuhl. Bei einem Patienten wurden drei, bei einem weiteren vier
verschiedene Milchsaurebakterienspezies gefunden.

Kombiniert man beide Kontrollgruppen in eine Gruppe von 69 Patienten ohne KDS
(Gruppe KG), so zeigen sich in den 46 Milchséaurebakterien- positiven Proben im Mittel

1,5 verschieden Arten.

Anzahl Minimum Maximum Mittelwert Median

KDS 17 16 1 6 3,3 3
DIA 43 30 1 4 1,6 1
G 26 16 1 2 1,4 1
KG 69 46 1 4 1,5 1

Tabelle 9: Anzahl identifizierter Milchsdurebakterien in den Stuhlproben: Anzahl Milchs&urebakterien-
positiver Stuhlproben der Kinder mit KDS und den beiden Kontrollgruppen mit fliissigem Stuhlgang (DIA)
und normalen Stuhlgang (G) sowie kombiniert als Kontrollgruppe (KG). Angegeben sind zudem minimale
und maximale Anzahl.

3.6 Spektrum der identifizierten  Milchsaurebakterien in  den
Stuhlkulturen

3.6.1 Patienten mit KDS

Bei den 17 an der Studie teilnehmenden Patienten mit KDS wurden insgesamt 21
verschiedene Michsaurebakterien gefunden. Am haufigsten wurde Lactobacillus
kitasatonis nachgewiesen. Dieser konnte bei neun der 17 Patienten festgestellt
werden. Am zweithaufigsten wurde Lactobacillus mucosae ermittelt. Bei sieben
Patienten war dieser Keim im Stuhl zu finden. Bei vier Patienten wurde Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus plantarum und Lactobacillus rhamnosus nachgewiesen. Die
Bakterien Lactobacillus crispatus, Lactobacillus delbrueckii und Lactobacillus reuteri
wurden bei jeweils drei Patienten identifiziert. Bei je zwei Patienten wurden
Lactobacillus oris/antri, und Lactobacillus salivarius und Pediococcus acidilactici
nachgewiesen. Nur je ein Patient hatte einer der folgenden Milchsaurebakterien im
Stuhl: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus amylovorus,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus frumenti, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus

parakefiri, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus gasseri und Lactobacillus pontis/panis.
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Abbildung 11: Spektrum der identifizierten Milchséurebakterien bei Patienten mit KDS in absoluter
Haufigkeit.

3.6.2 Kontrollgruppen

In der Gruppe der Patienten ohne gastrointestinale Symptomatik wurden in den 26
gesammelten Stuhlproben elf verschiedene Michsaurebakterienarten gefunden. Am
haufigsten lie3 sich dabei Lactobacillus paracasei nachweisen. Bei sieben der 26
Kinder konnte dieses Milchsaurebakterium im Stuhl identifiziert werden.

Mit einer absoluten H&aufigkeit von drei stand Lactobacillus rhamnosus an zweiter
Stelle. Je zweimal wurden Lactobacillus plantarum sowie Pediococcus acidilactici und

Pediococcus pentosaceus nachgewiesen. Einmal wurde einer der folgenden

Milchséurebakterien identifiziert: Lactobacillus brevis, Lactobacillus gasseri,

Lactobacillus frumenti, Lactobacillus mucosae, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus

ruminis und Lactobacillus salivarius.



Ergebnisse

8

7

6

5

Anzahl 4

3

2

1 ] I I E
.l Il I B | H B I B |

© R e N & 5 o o S o
& F S £ & @ SR
& S O o < N < e A
A 2 & & L & & N S &

NS NN G S 3 &

® A &> Q) Q N < N & &

& O N O o O & S N Ng Q

RO S S N 4 9 & W
2 & & N 2 & & &0 » & S
N > X (e) o) A} > X3 N (&
N & xS J N S N 9 $ .
P > & & NN $°
N N N @

Abbildung 12: Spektrum der identifizierten Milchsdurebakterien der Patienten ohne gastrointestinale
Symptomatik in absoluter Haufigkeit.

In der Gruppe der Kinder mit Diarrhoe wurden insgesamt elf verschiedene
Michsaurebakterienarten nachgewiesen. Mit einer Anzahl von zehn war Lactobacillus
paracasei das am haufigsten zu findende Bakterium. Am zweithaufigsten wurde
Lactobacillus gasseri nachgewiesen, welches bei neun Patienten gefunden wurde.
Sechsmal wurden die beiden Milchsdurebakterien Lactobacillus mucosae und
Lactobacillus salivarius nachgewiesen. Viermal wurde Pediococcus acidilactici
identifiziert. Je dreimal waren Lactobacillus rhamnosus und Pediococcus pentosaceus
zu finden. Zweimal wurde Lactobacillus plantarum nachgewiesen. Je einmal war einer
der folgenden Milchsdurebakterien im Stuhl der Kinder mit Diarrhoe zu finden:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii und Lactobacillus kitasatonis.

33



Ergebnisse

12
10
8
6
Anzahl 4
; nf t
O __- T - T T - T T T T T T T
S R W S 2 KN S S O S
> & & & 2 o @6\ & & & ®
© >’ 3 &® ey @ & @ NG o
R N % & S < & & N N &
Ob DX \\\)‘—: \é@ (_)é‘ %Q’b Q\’Z> 2 (_’e'b L &o
O N O Q) N S "
SEENES T T
O D O
P o ’bé' o0 \.60 F ‘O,b so'b 60 .o° g
P M o < x o QS & & <
& 0 & N & L & & & °
NN 2 N N T 8

Abbildung 13: Spektrum der identifizierten Milchsaurebakterien der Kinder mit Diarrhoe in absoluter
Haufigkeit.

Zusammenfassend konnten bei Patienten mit KDS, mit einer Ausnahme, aus allen
Stuhlproben Michsaurebakterien isoliert werden, wohingegen sich in den beiden
Kontrollgruppen ca. 1/3 der Stuhlproben frei von Michsaurebakterien zeigten. Zudem
waren deutlich mehr verschiedene Arten von Milchsaurebakterien bei Patienten mit
KDS zu finden, und die Stuhlproben der Kinder mit KDS hatten eine gréf3ere Vielfalt an
einzelnen Milchsaurebakterien. Wo in den Kontrollgruppen in den Stuhlproben der
Probanden nur 1,4 bzw. 1,6 verschiedenartige Michsaurebakterien zu finden waren,
zeigten die Stuhlproben der Kinder mit KDS im Durchschnitt 3,4 unterschiedliche
Milchsaurebakterien. Auch das Vorkommen der einzelnen Arten zeigte deutliche
Unterschiede. Das am haufigsten gefundene Milchsaurebakterium bei Patienten mit
KDS, Lactobacillus kitasatonis, spielte in den beiden Kontrollgruppen nur eine
untergeordnete Rolle, wohingegen der haufigste Keim der beiden Kontrollgruppen,
Lactobacillus paracasei, nur bei ungefahr einem Viertel der Patienten mit KDS
vorkommt. Weitere Unterscheide bzgl. des Vorkommens der einzelnen

Milchsaurebakterien lassen sich in Abbildung 15 ablesen.
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Abbildung 14: Relative Haufigkeit des Vorkommens einzelner Milchsaurebakterien in allen Gruppen: Patienten mit Kurzdarmsyndrom (KDS) sind in blau, ohne gastrointestinale

Symptomatik (G) in rot, mit Diarrhoe (DIA) in griin und die kombinierte Kontrollgruppe (KG) in lila dargestellt.
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3.7 Zuordnung der identifizierten Milchsaurebakterien zu den einzelnen
Patienten

Die genaue Zuordnung der identifizierten Milchsdurebakterien zu den Patienten mit
KDS wird in der folgenden Tabelle 7 zusammengefasst. Auf eine Darstellung der

Zuordnung der Kontrollgruppen wird verzichtet.

N Geschlecht Bakterium ‘ N Geschlecht Bakterium

1 w - 11 m Lactobacillus delbrueckii

2 m Lactobacillus kitasatonis Lactobacillus kitasatonis

3 9w Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus reuteri
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus plantarum

4 m Lactobacillus reuteri 12 w Lactobacillus curvatus
Lactobacillus kitasatonis Lactobacillus paracasei
Lactobacillus mucosae

5 m Lactobacillus plantarum
Lactobacillus mucosae 13 m Lactobacillus mucosae

6 m Lactobacillus salivarius Lactobacillus kitasatonis
Lactobacillus kitasatonis Lactobacillus amylovorus

14 m Lactobacillus crispatus

7 m Lactobacillus paracasei Lactobacillus reuteri
Lactobacillus kitasatonis Lactobacillus kitasatonis
Lactobacillus mucosae Lactobacillus mucosae
Lactobacillus rhamnosus 15 m Lactobacillus delbrueckii

8 w Lactobacillus plantarum Lactobacillus mucosae
Lactobacillus mucosae 16 m Lactobacillus kitasatonis
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus salivarius

9 m Lactobacillus kitasatonis Lactobacillus pontis/panis
Lactobacillus alimentarius Lactobacillus paracasei
Lactobacillus pentosus Lactobacillus oris/antri
Lactobacillus oris/antri Lactobacillus frumenti
Lactobacillus plantarum 17 m Lactobacillus crispatus

10 w Pediococcus acidilactici Lactobacillus gasseri
Lactobacillus crispatus Pediococcus acidilactici
Lactobacillus parakefiri Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus paracasei

Tabelle 10: Tabellarische Zuordnung der identifizierten Michséurebakterien zu den Patienten mit KDS.
Aufgefiihrt sind Probennummer und Geschlecht. w = weiblich, m = mannlich, N = zugeordnete
Patientennummer.

3.8 Untersuchung auf dominante Keime

Aus allen 17 Stuhlproben der Patienten mit KDS, sowie aus 20 Stuhlproben der
Gruppe der Kinder ohne gastrointestinale Symptome und aus 25 Stuhlproben der

Gruppe der Kinder mit Diarrhoe, wurden zur Untersuchung auf dominante Keime zu
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Beginn der Stuhlprobenverarbeitung eine gleiche Menge Stuhl (0,2g) entnommen und
die darin enthaltene DNA mittels Maxwell® extrahiert und mittels Pico- Cykler PCR
vervielfaltigt. Anschlielend wurden die Proben der PCR/DHPLC- Analyse mittels
WAVE® zugefiihrt. Damit wurden die Bakteriengemische der Stuhlproben aufgetrennt
und eine Art Fingerabdruck jedes Gemisches in Form eines charakteristischen
Peakprofiles erstellt. Im Folgenden sind exemplarisch aus der Gruppe der Patienten
mit KDS sowie den beiden Kontrollgruppen Peakprofile der Patienten N15 und N17
bzw. G22 und DIA361 dargestellt. Die restlichen Profile der Patienten mit KDS

befinden sich im Anhang.
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Abbildung 15: Auswahl DHPLC- Analysen: Peakprofile der Proben von KDS- Kindern N 15 (oben- links) ,N
17 (oben- rechts) und der Kontrollgruppe G22 (links- unten) und DIA 361 (rechts- unten). Auf der x- Achse ist
die Zeit in Minuten angegeben, auf der y- Achse die Absorption. Die einzelnen Peaks kénnten DNA- Stiicken
spezifischer Bakterien entsprechen.
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Ein Peak in den Profilen kann charakteristisch fir ein bestimmtes Bakterium sein. Die
Hohe des Ausschlags gibt die Menge an DNA, sodass bei gleicher
Stuhlmengenbestimmung und gleichen Untersuchungsvoraussetzungen eine Aussage
Uber die Menge des Bakteriums im Stuhl getroffen werden kann (Domann et al. 2003;
Imirzalioglu et al. 2008). Bei dominanten Keimen in einer Probe misste so ein Profil mit
einem hohen Peak entstehen. In einigen Stuhlproben war so ein Profil zu sehen, wie
z.B. in der Probe N 17 in Abbildung 16. Der Peak bei 8 Minuten kénnte ein dominantes



Ergebnisse

Bakterium reprasentieren. Leider konnte dies nur in seltenen Fallen dargestellt werden.
In den meisten Stuhlproben wurden keine Peakprofile, die auf einen dominanten Keim
hindeuten, gefunden. Insbesondere in den Proben der beiden Patienten N15 und N17,
die zum Zeitpunkt der Stuhlprobenentnahme Symptome einer D-Laktat assoziierten
Encephalopathie zeigten, konnte keine Profile erstellt werden, die auf das
Vorhandensein eines dominanten Keimes hindeuten.

Jedoch lie3en sich die Peakprofile der Patienten mit KDS in ihrer Gesamtheit von den
Profilen der Kinder ohne KDS unterscheiden. Dazu sind in Abbildung 16 die Profile
aller KDS- Proben mit den Profilen aller Kinder ohne KDS Uberlagert. Man erkennt
einen Unterschied der Profile im Zeitraum von 9,5 min — 12 min (Box). In diesem
Zeitraum wurde in den Proben der Patienten mit KDS nur wenig DNA absorbiert,
wohingegen in den beiden Kontrollgruppen Peaks zu erkennen sind. Somit konnte
auch mittels DHPLC ein Unterschied in der Zusammensetzung der Darmmikrobiota

der Patienten mit und ohne KDS gezeigt werden.
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Abbildung 16: Ubereinandergelegte DHPLC- Analysen: Peakprofile aller Patienten mit KDS (griin) und der
Kinder ohne KDS (orange): Man erkennt in der schwarzen Box deutlich weniger Profile in der KDS-
Gruppe im Zeitraum von 9,5 min - 12 min.
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3.9 D- + L-Laktatproduktion der identifizierten Milchsaurebakterien

3.9.1 D- + L- Laktatwerte der einzelnen Milchsaurebakterien

Die identifizierten Milchs&urebakterien aus den Stuhlproben der Patienten mit KDS und
den beiden Kontrollgruppen, sowie die beiden isolierten Lactobacillen aus zwei
probiotischen Jogurtdrinks wurden Uber mindestens 30 h, aber in jedem Fall bis zum
Erreichen der stationdren Phase, kultiviert. Zur Kontrolle des kulturellen Wachtums
wurde die optische Dichte bei einer Wellenlange von 600nm herangezogen. Ein
Anzilichtung von Lactobacillus curvatus gelang dabei nicht. Aus den Proben wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten die Laktatkonzentrationen im Medium bestimmt. Die

ermittelten Werte wurden in den folgenden Diagrammen zusammengefasst.

Lactobacillus acidophilus
@efue(0D 600 e=llsD-Laktat deo|-Laktat
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o
a - 100 £
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0
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Abbildung 17: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus acidophilus: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat produziert, wobei die L- Laktatproduktion Uberwiegt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische
Dichte an (OD 600), die grine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Lactobacillus amylovorus
efg=o(0D 600 e=ll==D-laktat e -Laktat
10
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- X~
‘ ) ©
2
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0 10 20 30 40 50 Zeit (h)

Abbildung 18: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus amylovorus: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die grine Kurve die L-
Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/I.
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Lactobacillus alimentarius
epue(OD 600 esllsmD-[aktat esbew|-Laktat
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Abbildung 19: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus alimentarius: Die L- Laktatproduktion
Uberwiegt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat-
und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Lactobacillus brevis
e (OD 600 esllsD-|aktat e=bew|-Laktat
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Abbildung 20: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus brevis: Es wird sowohl D- als auch L- Laktat
produziert, wobei die L- Laktatproduktion zun&chst Uiberwiegt und dann gegen Ende der Messung wieder
sanft abfallt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die grine Kurve die L-
Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Lactobacillus crispatus
@4==0D 600 esll=D-Laktat ese=l-Laktat
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Abbildung 21: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus crispatus: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat produziert, wobei die D- Laktatproduktion leicht Gberwiegt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte
optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in
mmol/l.
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Lactobacillus delbrueckii
e (0D 600 esllsmD-|aktat esbew|-Laktat
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Abbildung 22: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus delbrueckii: Es wird ausschlieflich D- Laktat
produziert, wobei die Produktion auch in der stationdren Phase anhalt. Lactobacillus delbrueckii steht bei
den gemessenen D-Laktat Werten mit weitem Abstand an erster Stelle. Die blaue Kurve zeigt die erreichte
optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in
mmol/l.

Lactobacillus frumenti
egue(OD 600 esllsmD-[aktat esbew|-Laktat
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Abbildung 23: D + L -Laktatkonzentration von Lactobacillus frumenti: Es wird sowohl D- als auch L- Laktat
in annahernd gleichem Verhaltnis produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD
600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Lactobacillus gasseri
e¢g==0D 600 e=ll=»D-laktat e=be=l-Laktat
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Abbildung 24: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus gasseri : Es wird sowohl D- als auch L- Laktat
in annahernd gleichem Verhéaltnis produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD
600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/I.
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Lactobacillus johnsonii
@fue(0D 600 esfllswD-laktat eshesl-Laktat
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Abbildung 25: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus johnsonii: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat in annéhernd gleichem Verhaltnis produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an
(OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Lactobacillus kitasatonis
egue(OD 600 e=lls»D-laktat e[ -Laktat
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Abbildung 26: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus kitasatonis: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat produziert, wobei die D- Laktat Produktion gerade zu Beginn Uberwiegt und mit dem Erreichen der
stationéaren Phase von der L- Laktat Produktion wieder eingeholt wird. Die blaue Kurve zeigt die erreichte
optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in
mmol/l.

Lactobacillus mucosae
eguo(OD 600 esflls»D-|gktat e=bew|-Laktat
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Abbildung 27: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus mucosae: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat in anndhernd gleichem Verhaltnis produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an
(OD 600), die grine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/I.
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Lactobacillus oris/antri
efguw(0D 600 esflls»D-Laktat esbewl-Laktat
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Abbildung 28: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus oris/antri : Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat in produziert, wobei die D- Laktat- Produktion Uberwiegt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte
optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in
mmol/l.

Lactobacillus paracasei
@gue(0D 600 esfllswD-laktat eshesl-Laktat
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Abbildung 29: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus paracasei: Es wird fast ausschlie3lich LLaktat
produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat-
und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Lactobacillus parakefiri
@e¢==0D 600 e=ll=»D-laktat e=be=l-Laktat
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Abbildung 30: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus parakefiri: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat in produziert in annéhernd gleichen Mengen produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische
Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Lactobacillus pentosus
@fue(0D 600 esfllswD-laktat eshesl-Laktat
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Abbildung 31: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus pentosus: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat in produziert, wobei die D-Laktatproduktion Uiberwiegt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische
Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 32: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus plantarum: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat produziert, wobei die D-Laktatproduktion tberwiegt und nach einer kurzen Phase der Stagnation
noch einmal ansteigt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die
L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 33: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus pontis/panis: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat in gleichen Mengen produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die
griine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 34: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus reuteri: Es wird sowohl D- als auch L- Laktat
in gleichen Mengen produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine
Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 35: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus rhamnosus: Es wird ausschlie3lich L- Laktat
produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat-
und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 36: D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus ruminis: Es wird fast ausschlie3lich L- Laktat
produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat-
und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/I.
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Abbildung 37: : D- + L- Laktatkonzentration von Lactobacillus salivarius: Es wird fast ausschlielich L-
Laktat produziert. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L-
Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Pediococcus acidilactici
egue(OD 600 e=lls»D-laktat e[ -Laktat
10
- 200
8 _
- 150 %
8 6 £
a - 100 §—
o4 ©
£
2 - - 50 8
0 - 1 0
0 10 20 30 40 50 Zeit (h)

Abbildung 38: D- + L- Laktatkonzentration von Pediococcus acidilactici: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat produziert, wobei die L- Laktatproduktion Uberwiegt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische
Dichte an (OD 600), die grine Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 39: D- + L- Laktatkonzentration von Pediococcus pentosaceus: Es wird sowohl D- als auch L-
Laktat produziert, wobei auch hier, wie bei der anderen getesteten Pediococcus- Spezies die L-
Laktatproduktion Uberwiegt. Die blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine
Kurve die L- Laktat- und die rote Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 40: D- + L- Laktatkonzentration der isolierten Actimel- Kultur: Die L- Laktatproduktion Uberwiegt
bei weitem und erreicht den zweithéchsten Messwert dieser Testreihe. D- Laktat wird kaum produziert. Die
blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote
Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.
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Abbildung 41: D- + L- Laktatkonzentration der isolierten Yakult- Kultur: Die L- Laktatproduktion Uberwiegt
bei weitem und erreicht den hdochsten Messwert dieser Testreihe. D- Laktat wird kaum produziert. Die
blaue Kurve zeigt die erreichte optische Dichte an (OD 600), die griine Kurve die L- Laktat- und die rote
Kurve die D- Laktatproduktion in mmol/l.

Die getesteten Michsaurebakterien zeigen eine grofRe Varianz in der Produktion von
D- und L- Laktat. Neben Bakterien die ein Racemat des Molekils herstellen, finden
sich auch reine D- und L- Laktatbildner.

Nach Art der produzierten Milchsdure konnten drei Hauptgruppen gebildet werden: (1)
reine D- Laktat-, (2) reine L- Laktat und (3) Racemat- Bildner. Letztere Gruppe konnte
noch in die drei Untergruppen mit (3a) vermehrter D- Laktatproduktion, (3b)
ausgeglichener Laktatproduktion und (3c) vermehrter L- Laktatproduktion unterteilt
werden. Dabei wurden alle Bakterien, die mehr als 90 % eines Isomers produzierten
zu den reinen Bildnern gezahlt. Im Intervall von 60%-90% wurden die Bakterien in die
Gruppe der vermehrten Produzenten eines Isomers zugeteilt und zwischen 40% und
60 % wurden sie als ausgeglichene Produzenten gewertet (siehe Abbildung 42 und
Tabelle 11).
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Actimel Kultur
Yakult Kultur

Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus oris/antri
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus crispatus
Lactobacillus kitasaton
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus pontis/pan
Lactobacillus parakefi
Lactobacillus frumenti
Lactobacillus mucosae
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus amylovorus
Pediococcus acidilactici
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus ruminis
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus alimentarius
Lactobacillus rhamnosus

Abbildung 42: Schematische Darstellung der D + L-Laktatproduktion aller isolierten Milchsaurebakterien.
Angegeben ist die anteilm&Rige Produktion von D- und L - Laktat in Prozent der gesamten
Laktatproduktion im Medium. Zur Berechnung wurde der Héchstwert wahrend der Inkubation in MRS-
Broth bis zum Erreichen der Stationdren Phase verwendet. Die Produktion von Uber 90% eines
Laktatisomeres wurde einer reinen, 60- 90% einer vermehrten und 40- 60% einer ausgeglichen
Produktion gleichgesetzt. Die roten Balkenanteile zeigen die D- Laktat-, die griinen Balkenanteile die L-
Laktatproduktion an.

Bei den in dieser Testreihe kultivierten Milchsédurebakterien zeigte alleinig Lactobacillus
delbrueckii ein reine D-Laktat- Produktion. Sieben Bakterien produzierten fast
ausschlieRlich L-Laktat. Dies waren Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus salivarius,
sowie die beiden Kulturen der Probiotika Drinks, welche ebenfalls als Lactobacillus
paracasei identifiziert wurden.

Die Mehrzahl der Bakterien produzierten ein Racemat aus D- und L- Laktat, insgesamt
17 der 25 getesteten Bakterienarten. Neun davon produzierten eine ausgeglichene
Menge an D- und L- Laktat. Dies waren Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus frumenti, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus mucosae, Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus pontis/panis und
Lactobacillus reuteri. Vier Bakterien, Lactobacillus kitasatonis, Lactobacillus oris/antri,
Lactobacillus pentosus und Lactobacillus plantarum produzierten mehr D- Laktat. Vier
Bakterien, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Pediococcus acidilactici und

Pediococcus pentosaceus produzierten mehr L- Laktat.
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Vermehrt D- D- + L- Laktat Racemat Vermehrt L-
Laktat Laktat
(L-/D- Laktat in (L- /D- Laktat in mmol/I) (L-/D- Laktat in
mmol/l) mmol/I)
Reine D- Vermehrte D- Ausgeglichene Vermehrte L- Reine L-
Laktatproduktion  Laktatproduktion Laktatproduktion Laktatproduktion Laktatproduktion
Lb delbrueckii Lb plantarum Lb amylovorus Pc pentosaceus  Yakult- Kultur
(3,71/209,19) (71,76/142,66) (26,00/23,59) (124,07/50,20) (207,76/8,23)
Lb oris/antri Lb crispatus Lb acidophilus Actimel- Kultur
(81,98/135,97) (40,00/57,45) (94,89/63,05) (192,00/9,42)
Lb pentosus Lb frumenti Lb brevis Lb paracasei
(60,31/98,82) (45,07/50,07) (45,03/25,38) (173,60/12,35)
Lb gasseri Lb salivarius
(86,13/83,67) (164,51/10,73)
Lb johnsonii Lb rhamnosus
(83,01/83,42) (124,72/5,14)
Lb kitasatonis Lb alimentarius
(63,94/83,42) (93,18/5,02)
Lb mucosae Lb ruminis
(49,60/54,20) (82,00/7,05)
Lb parakefiri
(27,93/32,02)
Lb pontis/panis
(41,36/48,70)
Lb reuteri
(41,00/51,65)
Pc acidilactici
(109,53/78,86)

Tabelle 11: Tabellarische Einteilung der gefunden Michsaurebakterien anhand deren Laktatproduktion:
Eingeteilt wurde in reine D- bzw. L- Laktatproduzenten und Racematproduzenten. Letztere wurden noch
in vermehrt D- bzw. L- Laktatproduzenten und in eine Gruppe mit ausgeglichener Produktion unterteilt.
Sortierung nach absolut produzierten Mengen wahrend der Testreihe der jeweils vermehrt vorkommenden
Saure; bei ausgeglichener Produktion alphabetisch. Abk. Lb= Lactobacillus, Pc= Pediococcus.

3.9.2 Korrelation der Ergebnisse mit den klinischen Angaben der Patienten

Ein besonderes Interesse dieser Studie lag in der Frage, ob Patienten, die Symptome
einer Encephalopathie zeigen, Bakterien im Stuhl haben, die vermehrt D- Laktat
produzieren und somit als wichtiger pathogener Faktor in der Entstehung einer D-
Laktat Azidose identifiziert werden kodnnten. Bei den beiden Patienten die zum
Zeitpunkt der Probeabgabe neurologische Symptome zeigten (N15 + N17), war als
gemeinsames Bakterium Lactobacillus delbrueckii nachweisbar. Bei den in dieser
Studie isolierten und in ihrer Laktatproduktion getesteten Milchsdurebakterien zeigte

einzig Lactobacillus delbrueckii wahrend seines Wachstums eine reine D- Laktat
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Produktion. Auch absolut produzierte das Bakterium bis zum Erreichen der stationaren
Phase am meisten D- Laktat (169 mmol/l), wobei die Produktion anschlielend noch
anhielt und einen Wert von 209 mmol/l erreichte. Lactobacillus delbrueckii konnte
aul3er bei den beiden Patienten N15 und N17 auch bei Patient N11 nachgewiesen
werden. Dieser zeigte im Vorfeld der Studie zweimalig Episoden einer
Encephalopathie, jeweils nach 1- 2 Wochen ohne parenteraler Erndhrung (vgl. Tabelle
5). Somit war Lactobacillus delbrueckii ausschlieBlich bei Patienten mit KDS
nachweisbar, die zum Zeitpunkt der Probeabgabe (N15+N17) bzw. rezidivierend im
Vorfeld (N11) Symptome einer D- Laktat Azidose zeigten. Bei allen drei Patienten
zeigten sich keine weiteren gemeinsamen Milchsaurebakterien.

Neben Patient N11 zeigten drei weitere Patienten im Vorfeld der Studie Symptome
einer D- Laktat Azidose (N7, N9 und N14). Bei allen drei Patienten konnten Bakterien
im Stuhl isoliert werden, die eine vermehrte D- Laktatproduktion zeigten. Dabei handelt
es sich um Lactobacillus kitasatonis, der bei allen drei Patienten nachgewiesen werden
konnte, sowie Lactobacillus pentosus, Lactobacillus oris/antri und Lactobacillus
plantarum, die nur bei Patient N9 nachgewiesen wurden. Diese Bakterien wurden,
ausgenommen Lactobacillus pentosus, das sich nur bei Patient N9 zeigte, jedoch auch
bei Patienten isoliert, die bisher keine Symptome einer D-Laktat- Azidose gezeigt
hatten. Die weiteren Bakterienspezies der drei Patienten zeigten entweder eine
ausgeglichene Laktatproduktion (Lactobacillus mucosae, nachgewiesen bei Patient N7
und N14, sowie Lactobacillus reuteri, nachgewiesen bei Patient N14) oder eine reine L-
Laktatproduktion (Lactobacillus paracasei und Lactobacillus rhamnosus bei Patient
N7).

Bezuglich der Einnahme von Probiotika gaben drei Patienten an, regelmafig
milchsaurebakterienhaltige Probiotika zu sich zu nehmen. Dabei konnte bei keinem der
Patienten die laut Hersteller hauptsachlich verwendete Kultur im Stuhl nachgewiesen
werden. Die beiden Patienten mit neurologischen Symptomen zum Abgabezeitpunkt
der Stuhlprobe (N15 + N17) nahmen keine Milchsaurebakterien in Form von Probiotika
zu sich. Von den Patienten bei denen neurologische Symptome im Vorfeld der
Untersuchung aufgetreten waren, gaben zwei an, regelmafllig Probiotika mit
Lactobacillus casei (Patient N9) bzw. Lactobacillus rhamnosus (Patient 14)

einzunehmen. Der dritte Patient (Patient 7) nahm keine Probiotika zu sich.

3.10 Erstellung eines Risikoprofiles

Faktoren, die das Auftreten einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie

beginstigen kénnten, wurden gesammelt und zu einem Risikoprofil zusammengefasst.
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Dabei wurden aus dieser Arbeit die Angaben aller Patienten beriicksichtigt die aktuell
oder zu einem fruheren Zeitpunkt eine D- Laktat Azidose hatten. Diese wurden mit den
bisherigen Fallen aus der Literatur kombiniert.

Einbezogen in das Profil wurden das Geschlecht, der Grund fiir das KDS, der Median
des Alters der Patienten, und Angaben zur Einnahme von Probiotika.

mannlich

Fakale Mikobiota
beinhaltet D-Laktat
bildene MSB, insb.
Lactobacillus delbrueckii

KDS nach |
Volvulus

5 Jahre Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus buchneri

Einnahme
Probiotika
mit D-
Laktat-

'\Bildnern

Abbildung 43: Risikoprofil fir die Entstehung einer D- Laktat assoziierten Encephalopathie: Gezeigt
werden die in dieser Studie gefunden Faktoren, die das Auftreten einer D- Laktat- assoziierten
Encephalopathie begunstigen kdnnen. Angegeben sind Alter, Geschlecht, Grunderkrankung und
Probiotikaeinnahme. MSB=Milchs&urebakterien, insb.=insbesondere, KDS=Kurzdarmsyndrom.

Kinder die eine D- Laktat Azidose assoziierte Encephalopathie entwickeln kénnen sind
demnach haufig ca. 5 Jahre alte, mannliche Patienten, mit KDS in Folge eines
Volvulus, die Probiotika mit D- Laktat bildenden Kulturen zu sich nehmen und deren
fakale Mikrobiota D- Laktat bildende Milchsaurebakterien beinhaltet, insbesondere
einer oder mehrere der folgenden Keime: Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus buchneri.
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4 Diskussion

Ein Kurzdarmsyndrom entsteht durch eine chirurgische Resektion, einen kongenitalen
Defekt oder einen krankheitsassoziierten Verlust der Absorptionsfahigkeit des
Dinndarmes und ist charakterisiert durch die Unfahigkeit zur Aufrechterhaltung des
Protein-, Energie-, Flussigkeits-, Elektrolyt- oder Spurenelemente- Haushaltes bei
normaler Erndhrung (O'Keefe et al., 2006). Die alte Definition mit Bezug zur
Langenangabe den Restdinndarm betreffend, wird zugunsten der neuen funktionellen
Definition zunehmend nicht mehr verwendet (Lamprecht et al., 2014). Gerade bei
Kindern ist im Zuge des Wachstums die Aufrechterhaltung dieser Haushalte enorm
wichtig, sodass die meisten Kinder mit KDS in den ersten Monaten postoperativ fast
ausschlieBlich parenteral ernahrt werden muissen. Zur Vermeidung der mit der
langzeitparenteralen Ernahrung einhergehenden Komplikationen wie beispielsweise
ein fortschreitendes Leberversagen, das Auftreten von Katheterinfektionen bzw.
Fehlfunktionen oder Thrombosen der zentralventsen Gefalde, sowie zur Erlangung
eines moglichst normalen Lebensstils mit normaler Nahrungsaufnahme, wird dennoch
auch bei nur noch kurzen Dinndarmabschnitten versucht, moglichst frih eine enterale

Erndhrung hinzuzunehmen oder gar alleinig zu etablieren.

Neben dem Auftreten von Diarrhoen und den Folgen der Malabsorption stellt auch das
Auftreten einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie eine wichtige
Komplikation bei Vorliegen eines Kurzdarmsyndroms dar. Dabei kommt es durch eine
UberméRige Besiedelung des verkirzten Dinndarms mit Milchsaurebakterien zu einer
vermehrten Bildung von D- Laktat. Nach Resorption kann dieses neben einer
metabolischen Azidose neurologische Symptome wie Verwirrtheit, zerebellare Ataxie,
verwaschene Sprache und Amnesien bewirken (Bach et al., 2009).

Das Vorhandensein einer UberméaRigen Besiedelung des verkiirzten Dinndarms mit
Milchs&urebakterien bei Patienten wurde durch mehrere Studien gezeigt und gilt als
Voraussetzung fur das Entstehen ein D-Laktat- Azidose (Joly et al., 2010; Kang et al.,
2006; Bongaerts et al., 1997b).

In dieser Arbeit sollte geklart werden warum, trotz angenommener bakterieller
Uberwucherung mit Milchsaurebakterien bei allen Kindern mit KDS, dennoch nicht alle
Patienten eine D- Laktat Azidose assoziierte Encephalopathie entwickeln. Dafir
wurden zunachst die bisher publizierten Falle gesammelt. Nach unserer eigenen
Erhebung wurden die Daten dann mit denen der bisher beschriebenen Patienten

verglichen.
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Im Rahmen der Literaturrecherche fiir diese Arbeit wurden, im Zeitraum von der
Erstbeschreibung durch Oh et al. im Jahre 1979 bis 2013, 19 Fallberichte mit 22
Kindern mit D-Laktat- Azidose assoziierter Encephalopathie gefunden. Das
durchschnittliche Alter der Patienten lag dabei bei 6,1 Jahren, der Median bei 5 Jahren.

An unserer aktuellen Studie beteiligten sich 17 Patienten mit Kurzdarmsyndrom, die
Uber den Elternverein K.i.s.E e.V. per Postanschrieben kontaktiert wurden. Das
durchschnittliche Alter aller teilnehmenden Patienten mit KDS lag bei 11, 5 Jahren, der
Median bei 14. Auch nach Streichung der, an dieser Studie teilnehmenden, beiden
Uber 18- jahrigen Patienten verringerte sich der Mittelwert, bei gleichbleibendem
Median, nur auf 11,1 Jahre. Somit lag das durchschnittliche Alter der an dieser Studie
teiinehmenden Patienten Uber dem aus der bisherigen Literatur bekanntem
Altersdurchschnitt. Beschrankt man den Altersdurchschnitt auf die Patienten, die im
Fragebogen Angaben zu in der Vergangenheit oder akut aufgetretenen Symptomen
einer Encephalopathie machten, auf den Zeitpunkt des erstmaligen Auftretens
neurologischer Symptome und vernachlassigt dabei den Patienten 11, der zum einen
keine Angaben zum erstmaligen Auftreten machte und zum anderen zum Zeitpunkt der
Untersuchung bereits Uber 18 Jahre alt war, ergibt sich ein mittleres Alter von vier
Jahren in dieser Studie.

Die Verteilung des Geschlechts in der bisher veroffentlichen Literatur zeigt eine
Wendigkeit in Richtung der Jungen bei einem Verhaltnis von 2,5:1. Von den 22
Patienten waren dabei 15 Jungen und 6 Madchen, bei einem Patienten war das
Geschlecht nicht angegeben. Im Rahmen dieser Studie waren alle Patienten, die
aktuell oder im Vorfeld, Symptome einer Encephalopathie zeigten, ménnlich. Eine
Wendigkeit zum mannlichen Geschlecht lasst sich dadurch erahnen, wobei bei einem
Verhaltnis von 2,4:1 bei den an dieser Studie teilnehmenden Patienten mit KDS auch
mehr Jungen vertreten waren. Verlassliche Angaben was das Geschlechterverhaltnis
beim Kurzdarmsyndrom angeht fehlen bisher. In einer retrospektiven Studie von Wales
et al. zum Auftreten eines neonatalen Kurzdarmsyndroms waren 55 % méannliche
Sauglinge aufgefallen (Wales et al., 2004). In einer Studie von Spencer et al., welche
sich Uber einen Zeitraum von 26 Jahren erstreckte und in die 80 péadiatrische Patienten
Einschluss fanden, waren wiederum 54 % der Patienten mannlich (Spencer et al.,
2005). Insofern scheint insgesamt keine eindeutige Haufung des Auftretens eines
Kurzdarmsyndroms hinsichtlich des Geschlechtes zu bestehen.

Bezuglich der Haufigkeit der Grunderkrankungen, die zu einer ausgedehnten
Resektion und damit zu einem KDS fuhren kdnnen, variieren die relativen Angaben je

nach Erhebung, wobei die Reihenfolgen sich dabei kaum unterscheiden. Absteigend in
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ihrer Haufigkeit sind in der Literatur das Auftreten einer Enterocolitis, einer intestinalen
Atresie, eines Volvulus, einer Gastroschisis und einer Aganglionose beschrieben
(Schwartz 2013; Spencer et al., 2005). Die haufigsten Grunderkrankung der an dieser
Studie teilnehmenden Patienten war ein Volvulus mit 35,3 %, gefolgt von der
Aganglionose 23,5%. Eine Gastroschisis und eine nekrotisierende Enterocolitis waren
jeweils nur einmalig aufgetreten (6%). Insofern waren bei der Haufigkeit der
Grunderkrankungen Unterschiede im Vergleich zur Gesamtpopulation der Patienten
mit KDS vorhanden. Diese sind sicherlich auf die kleine Studienteilnehmerzahl in
dieser Erhebung zuriickzufihren. Bei den sechs Patienten die akut oder friher
Symptome einer Encephalopathie zeigten, hatten finf einen Volvulus als
Grunderkrankung (83%), einer eine intestinale Atresie. Vergleicht man diese mit den
aus der Literatur bekannten Patienten mit D- Laktat Azidose assoziierter
Encephalopathie, zeigt sich auch hier als haufigste Grunderkrankung ein Volvulus (64
%). Alle anderen Entitaten waren nur einmalig oder zweimalig vorhanden. Insofern
scheint das Vorliegen eines Volvulus ein pradisponierender Faktor flr das Auftreten
einer D-Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie zu sein. Ein Grund hierfur kdnnte
sein, dass sich ein Volvulus, im Vergleich zur Gastroschisis oder einer intestinalen
Atresie, oft erst postnatal entwickelt. Der Darm ist damit zum Zeitpunkt der Operation
bereits mit einer heterogenen Mikrobiota besiedelt. Jedoch ist auch bei den anderen
Grunderkrankungen von einer zlgigen Besiedelung des Dinndarmes mit

Milchsaurebakterien auszugehen (Arrieta et al., 2014).

Ein erstes Ziel dieser Arbeit war zunachst die Klarung der Frage, ob Patienten mit KDS
tatsachlich haufiger Milchsaurebakterien im Stuhl haben als Kinder ohne KDS und ob
die flussige Konsistenz des Stuhls, wie sie bei Kindern mit KDS fast ausschlielich
vorkommt, das Vorkommen von Milchsaurebakterien im Stuhl beeinflusst. Hinweise
darauf, dass verschiedene Lactobacillus Spezies die Stuhlform beeinflussen kénnen,
geben u.a. zwei Studien in denen gezeigt werden konnte, dass Lactobacillus casei
Kulturen bei einer Obstipation helfen kénnen (Valerio et al., 2010) und Lactobacillen
bei Patienten mit KDS die Defékationsfrequenz beeinflussen (Severijnen et al., 2005).
Auch dass die Stuhlform Aufschlisse Uber die intestinale Transitzeit gibt ist
hinreichend bekannt. Dabei zeigt flissiger Stuhl eine schnellere Transitzeit an (Lewis
et al., 1997). Ob jedoch die flissige Stuhlform, wie sie bei Kindern mit KDS regelhaft zu
finden ist, und damit auch die intestinale Transitzeit, Einfluss auf die
Ausscheidungshéaufigkeit von Milchsaurebakterien hat, ist nicht geklart. Moglich ware
beispielsweise, dass in flussigem Stuhl, der den Gastrointestinaltrakt schneller

durchwandert, generell mehr Milchsaurebakterien zu finden sind. Damit wéren die
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bisherigen  Ergebnisse, mit einem deutlich hoheren Vorkommen von
Milchséaurebakterien im Stuhl von Kindern mit KDS im Vergleich zu Kindern ohne KDS,
auch durch die Stuhlkonsistenz beeinflusst und wirden nicht sicher die tatsachliche
Mikrobiota im Restdiinndarm der Patienten wiederspiegeln. Um dies zu untersuchen
wurden 69 Stuhlproben von Kindern mit und ohne durchfalligen Stuhl gesammelt. In
den beiden Gruppen zeigte sich dabei kein eindeutiger Hinweis auf einen Unterschied
was die Haufigkeit an Stuhlproben ohne Milchsaurebakterien anging. In der Gruppe der
Kinder mit durchfalligem Stuhlgang konnten in 31% der Stuhlproben keine
Milchsaurebakterien nachgewiesen werden, in der Gruppe der Kinder ohne
gastrointestinale Symptomatik waren 38% frei von Milchsaurebakterien. Hinsichtlich
des Alters der beiden Gruppen gab es dabei keine Unterschiede. Der Median lag bei
beiden bei 6 Jahren. In der Geschlechterverteilung beider Gruppen waren jedoch
Unterschiede vorhanden, wobei in der Gruppe der Kinder mit normalem Stuhlgang
mehr Madchen und in der Gruppe der Kinder mit durchfalligem Stuhlgang mehr Jungen
vertreten waren. Dieser Umstand konnte jedoch vernachlassigt werden, da davon
auszugehen ist, dass das Geschlecht keinen Einfluss auf die Ausscheidungsrate von
Milchséurebakterien hat. Zusammenfassend wurde dadurch in dieser Untersuchung
gezeigt, dass eine flissige Stuhlkonsistenz nicht zu einer erhdhten Ausscheidungsrate
von Milchsaurebakterien fiihrt.

Kombiniert waren in beiden Kontrollgruppen in 33% der Stuhlproben keine
Milchsaurebakterien nachzuweisen. Um zu klaren ob in den Stuhlproben von Patienten
mit KDS haufiger Milchsaurebakterien vorkommen, wurden fur diese Arbeit von 18
Patienten mit KDS Stuhlproben gesammelt und auf das Vorhandensein von
Milchsaurebakterien untersucht. Dabei wurde dieselbe Methode verwendet die auch
zur Untersuchung der Stuhlproben der Kontrollgruppe angewendet wurde: Die
Stuhlproben wurden auf MRS- Agar ausgestrichen und fiir 48 h mikroaerophil inkubiert.
Die gewachsenen Bakterienkulturen wurden, nach weiterer Selektion, mittels PCR, API
oder Maldi- TOF identifiziert. Dabei konnten bei 16 der 17 Patienten
Milchs&urebakterien nachgewiesen werden. Nur in den Proben eines Patienten waren
keine Michsaurebakterien nachweisbar, was in der kleinen Gruppe einer relativen
Haufigkeit von 6 % entspricht. Somit war in dieser Studie die Ausscheidungshaufigkeit
von Milchséurebakterien bei Patient mit KDS erwartungsgeman hoher als bei Patienten
ohne KDS.

Lediglich bei Patient N1 konnten keine Milchsaurebakterien kultiviert werden. Auf den
MRS- Platten wuchsen jedoch Hefepilzkulturen, welche als Candida glabrata
identifiziert wurden. Auf den parallel durchgefihrten Ausstrichen auf Blutagar wuchsen

zudem Pseudomonas aeruginosa Kulturen. Eine mégliche Ursache fir das Fehlen von
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Milchs&urebakterien bei dieser Patientin konnte die Angabe im Fragebogen sein, dass
das Madchen rezidivierend Antibiotika und zudem 3 x tgl. drei Tabletten Nephrotrans
(Natriumhydrogencarbonat) einnehmen wirde. Dabei konnten zum einen durch die
rezidivierenden Antibiotikaeinnahmen ein Teil der Lactobacillen eliminiert worden sein.
Ob und wie die regelmaRige Einnahme von Natriumhydrogencarbonat die
Darmmikrobita des Menschen veréndert, konnte bisher nicht abschlieRend geklart
werden. Allerdings zeigten Caldarini et al., dass eine pH- Anderung die Aktivitat und
das Wachstum von Lactobacillen durchaus verandert (Caldarini et al., 1996). In der
Dentalmedizin gibt es Hinweise darauf, dass die Verwendung von
natriumhydrogencarbonathaltiger Zahnpasta zu einer Verminderung von Lactobacillen
im Speichel fihrt (Lanza et al., 2000; Legier-Vargas et al., 1995). Denkbar ware, dass
auch bei Patienten mit Kurzdarmsyndrom durch die Einnahme der
Natriumhydrogencarbonat- Tablette der pH- Wert im Darmlumen angehoben wird und
somit die azidophilen Milchsédurebakterien schlechter wachsen kénnen. Candida
glabrata hingegen scheint unter diesen Umstanden gute Wachstumsbedingungen
vorzufinden. In einem Fallbericht von Bongaerts et al. wurde das Vorkommen von
Candida glabrata bei einem Patienten mit KDS bereits beschrieben und als mdglicher
Schutzmechanismus fur das Verhindern von D- Laktat- Azidosen diskutiert. Dabei
konnte die Hefe in den Intervallen, in denen der Patient keine Azidose hatte, vermehrt
nachgewiesen werden. Die Hefe konnte als mikrobiologischer und metabolischer
Puffer agieren und somit die Vermehrung von Milchsaurebakterien stéren und damit
auch das Auftreten von D- Laktat Azidosen verhindern (Bongaerts et al., 2005). Das
Fehlen von Milchsdurebakterien im Stuhl des an dieser Studie teilnehmenden
Patienten ist somit wahrscheinlich auf die Einnahme der Antibiotika und der
Natriumhydrogencarbonat- Tabletten zurlickzufihren und wiederlegt nicht die
Hypothese, dass alle Patienten mit KDS normalerweise vermehrt Milchséaurebakterien
im Darm haben.

Auch unser Patient gab im Fragebogen an, bisher nicht unter Symptomen einer D-
Laktat Azidose gelitten zu haben. Somit scheinen die Stuhlprobenergebnisse von
Patient N1 die Hypothese von Bongaerts et al. zu bestatigen. Damit konnte die
regelmafllige Einnahme von Natriumhydrogencarbonat Tabletten vielleicht auch eine

madgliche Therapieoption bei rezidivierenden D- Laktat Azidosen darstellen.

Der Unterschied im Keimspektrum der Stuhlproben von Patienten mit und ohne KDS
lieR sich auch durch die WAVE-Analysen zeigen. Dass sich diese Methode zur
Detektion verschiedener polymikrobieller Keimspektren eignet, konnte durch Domann

et al. gezeigt werden (Domann et al., 2003). In der hier vorliegenden Arbeit wurden
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dafir alle Stuhlproben der Patienten mit KDS und 45 Proben der Kontrollgruppe mittels
DHPLC analysiert. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede in den Peak- Profilen der
Patienten mit und ohne KDS. Bongaerts et al. zeigten in einer Studie von 1997 bereits,
dass im Stuhl von Patienten mit KDS auch die absolute Menge an Lactobacillen
deutlich Gber der von Patienten ohne KDS liegt. In einem Zeitraum von 4 Jahren
wurden dabei 24 bzw. 32 Proben von zwei Kindern mit KDS und rezidivierenden D-
Laktat Azidosen gesammelt. AuRerdem wurden 12 Stuhlproben von erwachsenen
Patienten mit KDS und 24 Stuhlproben gesunder Erwachsener untersucht. Dabei lag
der Anteil an Lactobacillen bei Patienten mit KDS mit 10'°-10*2 KBE/g Stuhl deutlich
iiber dem der Kontrollgruppe, in der nur 10%-10* KBE/g Lactobacillen nachgewiesen
wurden. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass nach Beginn der oralen
Nahrungsaufnahme bei Kindern mit KDS der Lactobacillen- Anteil innerhalb von 2- 3
Wochen von <1% auf 60% zunahm (Bongaerts et al. 1997b). Auch Caldarini et al.
fanden im Stuhl von asymptomatischen KDS- Patienten eine abnorme Darmmikrobiota,
hauptsachlich bestehend aus Gram- positiven Stabchen mit Lactobacillus plantarum
und Lactobacillus salivarius als prddominante Spezies (Caldarini et al. 1996). Unter
diesen Vorrausetzungen kann angenommen werden, dass der Shift der in dieser
Studie festgestellten Peak-Profile in den WAVE- Analysen durch die hhere Anzahl an
Lactobacillen verursacht wird.

Die Darstellung einzelner dominanter Keime mittels DHPLC im Stuhl jener Patienten,
die zum Probeabnahmezeitpunkt unter einer D- Laktat Azidose assoziierten
Encephalopathie litten, gelang in dieser Untersuchung jedoch nicht. Eine mogliche
Interpretation der Ergebnisse ware eine ausgeglichene Anzahl verschiedener
Lactobacillen, ohne dass eine bestimmte Spezies die anderen lUberwiegt. Jedoch ist
auch denkbar, dass die Amplifikationen aufgrund der hohen Dichte von DNA
Bruchstiicken verschiedenster Bakterien in Stuhl nicht hinreichend funktioniert, um eine
Quantifizierung ableiten zu kdénnen. Mit der Wiederholung der Versuche mit anderen,
Lactobacillen spezifischen Primern, konnte diese These vielleicht besser geprift

werden.

Untersucht wurde in dieser Arbeit zudem, ob Patienten mit KDS auch vermehrt
verschiedene Milchsaurebakterienspezies im Stuhl haben als Patienten ohne KDS.
Dabei wurden in den Kontrollgruppen im Mittel nur 1,5 verschiedene Arten isoliert.
Maximal waren bei einem Patienten vier verschiedene Milchsédurebakterien gefunden
worden. Im Vergleich dazu wurden bei den Patienten mit KDS im Mittel 3,3
verschiedene Spezies gefunden. Bei einem Patienten wurden dabei sechs

verschiedene Lactobacillen isoliert. Somit zeigte sich eine breitere Speziesvielfalt an
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Milchs&urebakterien bei Patienten mit KDS. Es muss jedoch beachtet werden, dass
von den Patienten mit KDS jeweils drei und in der Kontrollgruppe je nur eine
Stuhlprobe pro Patient untersucht wurden. Jedoch wurden in allen Proben der
Patienten mit KDS, respektive Patient N1, der in keiner der drei Proben
Milchs&urebakterien hatte, Milchsédurebakterien nachgewiesen, wenn auch nicht immer
dieselben. Das Ergebnis, was die Anzahl gefundener Bakterien pro Patient betrifft,
kann dadurch jedoch zugunsten der Patienten mit KDS verféalscht sein.

Insgesamt wurden in den Stuhlproben der Kinder der Kontrollgruppe und der Kinder
mit KDS 25 verschiedene Milchsdurebakterienspezies gefunden. Dabei war
Lactobacillus kitasatonis mit 56, 25% der am haufigsten isolierte Keim bei Patienten mit
KDS. In der Kontrollgruppe war dieser Keim nur bei 4,35% der Kinder zu finden. Der
haufigste Keim in der Kontrollgruppe war Lactobacillus paracasei. Hierzu muss
angefihrt werden, dass die Genomunterschiede innerhalb der Lactobacillus paracasei
und Lactobacillus casei Gruppe, wie sie bei der ldentifizierung mittels Sequenzierung
aber auch bei der MALDI-TOF Analyse verwendet werden, sehr gering sind und auch
die Fermentatiosanalysen mittels APl nicht immer Unterschiede innerhalb dieser
Gruppe zeigen (Vasquez et al., 2005). Ahnlich verhalt es sich bei der Identifizierung
von Lactobacillus oris/antri und Lactobacillus pontis/panis. Auch hier konnte mittels der
gewahlten Identifikationsmethoden keine sichere Zuordnung erzielt werden. Dies
erklart auch, warum Lactobacillus casei im Rahmen dieser Studie nicht identifiziert
werden konnte: Auch die beiden aus den Probiotika isolierten Lactobacillen wurden,
nicht wie vom Hersteller beschrieben als Lactobacillus casei, sondern als Lactobacillus
paracasei identifiziert. Insofern ist das haufige Vorkommen von Lactobacillus paracasei
in dieser Studie auch darauf zurlickzufihren, dass sich innerhalb dieser Gruppe
mehrere verschiedene Spezies befinden mogen. Insgesamt deckt sich das Ergebnis
mit Lactobacillus paracasei als haufigstes Milchsaurebakterium in den Stuhlproben der
Kontrollgruppe (25%) jedoch mit einer Studie bestehend aus 112 schwedischen
Kindern, bei denen ebenfalls am haufigsten Lactobacillus paracasei (22%)

nachgewiesen werden konnte (Ahrné et al., 2005).

Unter der bestatigten Voraussetzung, dass alle Patienten mit KDS eine Ubermafige
Besiedelung mit Milchsaurebakterien haben, war ein zentrales Anliegen dieser Arbeit
die Untersuchung der Frage, ob einzelne dieser Bakterien vermehrt D-Laktat
produzieren und somit als mdgliche Ursache fur die Entstehung einer D- Laktat
Azidose bei Kindern mit Kurzdarmsyndrom in Frage kommen. Um dies zu untersuchen
wurden die aus den Stuhlproben isolierten Milchsaurebakterien auf ihre

Laktatproduktion getestet. Daflr wurde jedes Bakterium fir mindestens 30 h in
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Flissigmedium kultiviert. Bis zum Erreichen der stationaren Phase wurden mehrfach
Proben entnommen und mittels eines Enzymtestes die produzierten Mengen an D- und
L- Laktat bestimmt. Anschlielend wurden die Ergebnisse mit den Angaben der
Patienten in einem Fragebogen zu neurologischen Symptomen verglichen und ein
moglicher Zusammenhang erortert.

In den Stuhlproben der teilnehmenden Kinder konnten insgesamt 24 verschiedene
Michsaurebakterien isoliert werden, 22 Lactobacillen- und zwei Pediococcus- Spezies.
Ob damit tatséchlich alle im Darm der Patienten vorkommenden Milchsaurebakterien
gefunden wurden ist fraglich, da die angewendete Methode sicher nicht fur alle
Spezies ideale Wachstumsbedingungen bot. So ware vielleicht die Inkubation unter
anaeroben Bedingungen eine Mdglichkeit gewesen, weitere Milchsdurebakterien zum
Wachstum anzuregen. In den Vorversuchen dieser Studie zeigten sich allerdings bei
Versuchen mit ausgewahlten Milchsédurebakterien aus der Stammsammlung des
Institutes fur Mikrobiologie der Universitat Giel3en keine Unterschiede im Wachstum
unter aeroben und anaeroben Bedingungen, weshalb aus praktischen Griinden die
Inkubation unter aeroben Bedingungen mit 5% CO,- Atmosphére gewahlt wurde.

Auch der Versand der Stuhlproben der Patienten mit KDS per Post und der damit
verbundene verzdgerte Ausstrich von ca. 2- 3 Tagen nach Abgabe der Stuhlprobe,
kann dazu gefihrt haben, dass einige eigentlich im Stuhl vorhandene
Milchséurebakterien nicht mehr zum Wachstum angeregt werden konnten.

Nichts desto trotz konnten im Rahmen dieser Arbeit die bisher gré3te Anzahl
verschiedener Milchséurebakterien aus Stuhlproben von Kindern mit KDS isoliert
werden. Insgesamt stammten 20 der 23 Milchs&urebakterien- Spezies, die auf ihre
Laktatproduktion getestet wurden, von Kindern mit KDS. Lediglich Lactobacillus brevis
und Lactobacillus ruminis, sowie Pediococcus pentosaceus stammten von Kindern aus
der Kontrollgruppe.

Von entscheidendem Interesse war nun die Frage, in welcher isomeren Form das
Laktat von den Milchsdurebakterien produzieren wird, und ob es Unterschiede in den
produzierten Mengen gibt. Dabei konnte bei allen Michsaurebakterien eine
Laktatproduktion festgestellt werden. Lediglich die Anzucht von Lactobacillus curvatus
im Rahmen der Laktattestreihe gelang aus ungeklarten Grinden nicht. In der Literatur
ist er jedoch als Racemat- Bildner beschrieben (Stetter et al.,1973).

Anhand ihrer Laktatproduktion konnten die Michsaurebakterien in drei Hauptgruppen
unterteilt werden: Reine D- Laktat-, reine L- Laktat und Racemat- Bildner. Letztere
Gruppe konnte noch in die drei Untergruppen mit vermehrter D- Laktatproduktion,
ausgeglichener Laktatproduktion und vermehrter L- Laktatproduktion unterteilt werden.

Dabei zeigten 19 Bakterien die Fahigkeit D- Laktat zu produzieren. Lediglich vier
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Bakterien produzierten mit 90% fast ausschlief3lich L- Laktat: Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus ruminis und Lactobacillus salivarius. Beide aus
den probiotischen Jogurt- Drinks isolierte Milchsdurebakterien (Lactobacillus
paracasei) waren ebenfalls reine L- Laktat Produzenten. Lactobacillus paracasei zeigte
sich auch absolut als potentester L- Laktat Produzent.

Die grofite Gruppe war die der Racemat Produzenten. Dabei produzierten je drei
Bakterien vermehrt D- bzw. L- Laktat, elf stellten beide Laktat- Isomere zu ungefahr
gleichen Anteilen her.

Lediglich Lactobacillus delbrueckii produzierte ausschliel3lich D- Laktat. Auch absolut
bildete Lactobacillus delbrueckii am meisten D- Laktat.

Diese Ergebnisse decken sich weitgehend mit den Ergebnissen von Stetter und
Kandler, die in ihrer Arbeit von 1973 die D + L- Laktatproduktion verschiedener
Lactobacillen beschrieben (Stetter et al., 1973).

Als mdgliche Ursache fir das Auftreten einer D- Laktat- Azidose wurden immer wieder
das Vorkommen einzelner Milchsaurebakterien im Stuhl symptomatischer Patienten
diskutiert. In den fur diese Arbeit gesichteten Artikeln wurde dabei Lactobacillus
acidophilus bei sechs Patienten und Lactobacillus fermentum bei finf Patienten mit
dem Auftreten einer Encephalopathie in Verbindung gebracht. (Satoh et al., 1982;
Perlmutter et al., 1983; Mayne et al., 1990; Day et al., 1999; Dahhak et al., 2008;
Bongaerts et al., 1997b). Bei je einem Patient wurden Lactobacillus buchneri (Satoh et
al., 1982) und Lactobacillus rhamnosus (Haan et al., 1985) isoliert. Bei zwei Patienten
war Lactobacillus delbrueckii mit der Entstehung einer D- Laktat Azidose in Verbindung
gebracht worden. Bei einem der Patienten war Lactobacillus delbrueckii dabei in einem
Probiotikum enthalten, welches der Patient zu sich genommen hatte (Munakata et al.,
2010). Dass das Milchsaurebakterium nach dem Konsum von Lactobacillus delbrueckii
haltigem Jogurt auch im Stuhl nachweisbar sein kann, wurde in zwei Studien mit
zwanzig bzw. 13 gesunden Probanden gezeigt (Elli et al., 2006; Mater et al., 2005).

Im zweiten Fallbericht, in dem Lactobacillus delbrueckii im Zusammenhang mit der
Entstehung einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie genannte wurde,
konnte die Spezies auch tatsachlich aus dem Stuhl des Patienten isoliert werden
(Kaneko et al., 1997). Auch die beiden zum Abgabezeitpunkt symptomatischen Kinder
mit KDS dieser Studie hatten Lactobacillus delbrueckii im Stuhl.

Lactobacillus fermentum hingegen konnte im Rahmen dieser Studie bei keinem
Probanden isoliert werden. Ob dies an der Kultivierungsmethode dieser Arbeit lag oder
ob der Keim tatsachlich nicht in den Stuhlproben vorhanden war, bleibt offen. In einer

Studie von Rubio et al. konnte Lactobacillus fermentum immerhin bei 9% der Patienten
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gefunden werden, wobei es sich dabei um S&uglinge bis zu einem Alter von 6 Monaten
handelte, die ausschlie3lich mit Milchnahrung erndhrt wurden (Rubio et al., 2014).
Auch in einer weiteren Studie bei Kindern unter zwei Jahren konnte das Bakterium im
Stuhl der Kinder gefunden werden, wenn auch weniger haufig (Arici et al., 2004). In der
Studie von Ahrné et al. mit Stuhlproben von 112 schwedischen Kindern konnte
Lactobacillus fermentum ebenfalls h&ufig bei S&auglingen isoliert werden. Dabei
verschwand der Keim aber aus dem Stuhl der Patienten ab einem Alter von 18
Monaten (Ahrné et al., 2005). Mdoglich ware also auch, dass Lactobacillus fermentum,
abhangig von der sicher unterschiedlichen Erndhrung der &lteren Kinder in dieser
Studie, tatsachlich nicht mehr so haufig im Stuhl vorhanden war.

Auch Lactobacillus buchneri konnte in den Stuhlproben der an dieser Studie
teilnehmenden Kinder nicht nachgewiesen werden. Bei Rubio et al. und Ahrné et al.
war er ebenfalls nicht nachzuweisen. In einer weiteren Studie von Arici et al. konnten
jedoch zwei Stamme aus dem Stuhl von gesunden Kindern unter zwei Jahren isoliert
werden (Arici et al., 2004).

Als mdoglicher Ausloser einer D- Laktat Azidose kommen jedoch sowohl Lactobacillus
fermentum als auch Lactobacillus buchneri in Frage, da sie beide ein Racemat aus D-
und L- Laktat herstellen kdnnen (Johanningsmeier et al., 2013; Stetter er. al.,1973).

Die anderen beiden Bakterien, die in den bisher verdffentlichten Fallberichten bei
Kindern mit KDS mit dem Entstehen ein D- Laktat Azidose in Verbindung gebracht
wurden, Lactobacillus rhamnosus und Lactobacillus acidophilus, wurden in dieser
Studie sowohl aus Stuhlproben von Patienten mit Kurzdarmsyndrom als auch aus
Stuhlproben von Kindern der Kontrollgruppe isoliert. Lactobacillus rhamnosus war bei
9% der Kinder ohne KDS und 25 % der Kinder mit KDS zu finden. In der Laktattestung
zeigte das Bakterium eine reine L- Laktat Produktion. Insofern diirfte Lactobacillus
rhamnosus bei der Entstehung einer D- Laktat Azidose keine Rolle spielen.
Lactobacillus acidophilus wurde ebenfalls bei einem Patienten mit KDS und einem
Patienten der Kontrollgruppe isoliert. In der Laktattestreihe produzierte er ein Racemat
aus D- und L- Laktat, wobei mehr L- Laktat produziert wurde. Insofern hat Lactobacillus
acidophilus die Fahigkeit D- Laktat zu produzieren und kommt damit als mdglicher
auslosender Faktor bei der Entstehung einer D- Laktat Azidose assoziierten
Encephalopathie in Frage. In dieser Studie wurde der Keim allerdings bei einem
Patient gefunden, der im Fragebogen das Auftreten von neurologischen Symptomen
verneinte. Dahingegen war Lactobacillus acidophilus der am h&ufigsten isolierte Keim
bei symptomatischen Patienten in den bisher veréffentlichten Fallberichten. Der Patient
in unserer Studie war jedoch auch deutlich dlter als die Patienten in den bisherigen

Fallberichten. Bereits Bongarts et al. postulierten einen Zusammenhang mit einer
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erhohten Enzymaktivitdt der D-2-Hydroxyacid- Dehydrogenase beim erwachsenen
Patienten und damit verbunden einem schnelleren und besseren D-
Laktatmetabolismus (Bongaerts et al., 1997a). Dies wirde auch erklaren warum der
Keim, der genauso wie Lactobacillus delbrueckii bei erwachsenen Patienten mit KDS
sehr haufig vorkommt (Mayeur et al., 2013), ausgehend von einer standigen D-
Laktatproduktion, bei unserem Patienten keine Symptome hervorgerufen hat.
Lactobacillus delbrueckii wurde in dieser Studie aus vier Stuhlproben isoliert. Bei drei
Patienten mit KDS und einem Patienten der Kontrollgruppe. Dabei konnte keine 100%
Einordnung beziglich der Subspezies getroffen werden. Zu Uber 97% wurde die
isolierten DNA- Sequenz der Spezies Lactobacillus delbrueckii subsp. indicus
zugeordnet. Damit ist es in dieser Studie zum ersten Mal gelungen, Lactobacillus
delbrueckii subsp. indicus aus Stuhl zu isolieren. Bisher wurde die erst 2005
beschriebene Subspezies nur aus indischen Milchprodukten gewonnen (Dellaglio et
al., 2005). Moglich ware jedoch auch, dass im Rahmen dieser Arbeit die Isolation einer
oder mehrerer neuer Subspezies gelungen ist.

Zwei der Kinder mit KDS die Lactobacillus delbrueckii im Stuhl hatten (N15 und N17)
machten im Fragebogen eindeutige Angaben zu zeitgleichem Auftreten neurologischer
Symptome bei Entnahme der Stuhlprobe. Beide Patienten hatten eine ungewdéhnlich
starke und zunehmende Schlafrigkeit und eine Stérung der Bewegungskoordination.
Patient N15 hatte zudem einen torkligen Gang und Patient N17 eine Sprachstorung. In
einem Telefonat mit den Eltern beider Patienten wurden die angegebenen Symptome
noch einmal bestatigt und zeitgleich aufgetretenes Fieber oder sonstige Auffalligkeiten
wurden verneint. Bei beiden hatte die Episode einige Stunden angehalten. Unter
Nahrungskarenz waren die Symptome dann wieder ohne weitere Maflinahmen
abgeklungen. Die Eltern von Patient N15 gaben an, dass der Junge bereits im Vorfeld
zwei Mal unter ahnlichen Episoden gelitten habe. Damals sei Blut abgenommen
worden, wobei sich ein Azidose gezeigt habe. Bei Patient N17 war es die erste
Episode dieser Art. Die Eltern des Patienten waren tber das mogliche Auftreten und
die Symptome einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie informiert,
weshalb es zu keinem Arztbesuch kam. Der dritte Patient mit KDS, bei dem
Lactobacillus delbrueckii im Stuhl nachgewiesen wurde, hatte zum Zeitpunkt der
Stuhlprobenentnahme keine Symptome, hatte aber laut Fragebogen zweimalige
Episoden mit Symptomen einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie
jeweils nach Absetzen der parenteralen Nahrung.

In der Laktattestreihe war Lactobacillus delbrueckii das einzige Bakterium welches nur
D- Laktat produzierte. Uber den gesamten Zeitraum der Messung wurden nur geringe

L- Laktat Mengen gebildet und die produzierten D- Laktat Mengen nahmen auch nach
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dem Erreichen der stationdren Phase weiter zu. AuRerdem produzierte Lactobacillus
delbrueckii auch die groRten Mengen an D- Laktat im Vergleich zu den anderen
Spezies. Der Keim produzierte als einziges Bakterium im Rahmen der Testreihe einen
Wert von tber 200 mmol/l. Die Messung wurde mehrmals wiederholt und zeigte stets
ahnliche Ergebnisse. Am zweitmeisten D- Laktat produzierte, mit einem Wert von 142
mmol/l, Lactobacillus plantarum. Alle anderen Bakterien bildeten D- Laktat lediglich im
zweistelligen Bereich. Insofern zeigte sich Lactobacillus delbrueckii als der bei weitem
potenteste D- Laktat Produzent.

Da beide Patienten mit akuten Symptomen einer D- Laktat Azidose assoziierten
Encephalopathie Lactobacillus delbrueckii im Stuhl hatten, scheint eine Assoziation mit
dem Auftreten des Bakteriums im Stuhl der Patienten und der Entstehung einer D-
Laktat Azidose nahezuliegen. Da im Rahmen dieser Studie jedoch keine Laktatwerte in
vivo bestimmt wurden, bleibt natirlich die Frage, ob die beiden Patienten tatsachlich
ein D- Laktat Azidose hatten. Um sicher zu gehen, ware eine Blutentnahme oder
Urinprobe von Vorteil gewesen. Eine Blutenthnahme war aus technischen Griinden nicht
maglich, da die Proben ohne vorherigen Arztbesuch per Post zu uns gesendet wurden.
Die relativ langen Transportwege héatten sicherlich auch dazu gefuhrt, dass die
Laktatwerte im Urin verfélscht gewesen wéaren. Auf3erdem konnten Bongaerts und al.
zeigen, dass die Konzentration von D- Laktat im Urin bei Kindern mit KDS einem
circadianem Rhythmus unterliegt und auch in Phasen ohne Azidose oder Symptomen
einer Encephalopathie erhoht sein konnen, was die Autoren auf das standige
Vorhandensein der intestinalen Lactobacillen- Mikrobiota und die Ern&hrung
zuriickfuhrten (Bongaerts et al., 1995). Zu erwarten gewesen waren in dieser Studie
demnach ebenfalls erhohte D- Laktat Werte im Urin, auch bei Patienten ohne
neurologische Symptome. Betrachtet man die fakale Milchsaurebakterien- Mikrobiota
der an dieser Studie teilnehmenden Patienten mit KDS, so lassen sich bei allen
Patienten, bei denen Milchsaurebakterien vorhanden waren, auch D- Laktat
Produzenten nachweisen. Insofern hétten uns erhdhte D- Laktatwerte im Urin keine
neuen Aufschliisse dariiber gegeben, ob einzelne Lactobacillen eine Rolle bei der
Entstehung der D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie spielen.

Bei den beiden Kindern die zum Abnahmezeitpunkt akute Symptome einer D- Laktat
Azidose assoziierten Encephalopathie zeigten, wurden neben Lactobacillus delbrueckii
noch weitere Milchsédurebakterien identifiziert. Dabei konnte bei Patient N15 lediglich
noch Lactobacillus mucosae isoliert werden. In der Laktattestreihe zeigte er eine
ausgeglichene Produktion von D- und L- Laktat. Lactobacillus mucosae war zudem bei

44 % aller Patienten mit Kurzdarmsyndrom nachgewiesen worden.
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Bei Patient N17 wurden neben Lactobacillus delbrueckii noch vier weitere
Milchs&urebakterien gefunden. Die als Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri
und  Pediococcus acidilactici  identifizierten Milchsaurebakterien zeigten eine
ausgeglichene Produktion von D- und L- Laktat und der ebenfalls nachgewiesene
Lactobacillus rhamnosus eine reine Produktion von L- Laktat. Lactobacillus mucosae
hingegen wurde nicht nachgewiesen.

Bei den beiden Kindern mit akuten neurologischen Symptomen war demnach lediglich
Lactobacillus delbrueckii, der potenteste und alleinige reine D- Laktat Produzent dieser
Testreihe, als gemeinsames Milchsaurebakterium im Stuhl vorhanden.

Warum Patient N11, der ebenfalls zum Abnahmezeitpunkt Lactobacillus delbrueckii im
Stuhl hatte, keine Symptome zeigte, kann mehrere Grinde haben. Da es nach
Absetzten der parenteralen Nahrung beim Patient im Vorfeld zum Auftreten
neurologischer Symptome gekommen war, wurde ihm moglicherweise zum
Abgabezeitpunkt nur eine geringe Menge enteraler Nahrung zugefuhrt, weshalb den
Milchsaurebakterien wenig Substrat zur Verfligung stand und somit auch die
Laktatproduktion eingeschrénkt war. Eine Klarung mittels Kontaktaufnahme mit dem
Patienten gelang leider nicht. Doch selbst wenn geniigend Substrat vorhanden war,
handelte es sich bei Patient N11 um einen bereits 29 Jahre alten Mann. Wie bereits
erwéahnt, wurde in dieser Altersklasse in einer Untersuchung von Mayeur et al. bereits
bei mehreren Patienten mit KDS Lactobacillus delbrueckii im Darm nachgewiesen,
ohne dass es bei den Patienten zu Symptomen einer D- Laktat Azidose assoziierten
Encephalopathie gekommen war (Mayeur et al., 2013). Auch bei diesem Patienten
konnte die Hypothese der erhdhten Aktivitat der fir den D- Laktat Abbau im beim
Erwachsenen verantwortlichen D-2-Hydroxyacid- Dehydrogenase greifen (Yasuda et
al., 1993).

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Studie sollte zumindest bei Kindern mit
Kurzdarmsyndrom die Aufnahme von Lactobacillus delbrueckii in den
Gastrointestinaltrakt vermieden werden. Dazu ist es wichtig die Nahrungsmittel, die
maoglicherweise Lactobacillus delbrueckii beinhalten, zu kennen und dementsprechend
zu meiden. Dies dirfte sich jedoch als schwierig erweisen. Zum einen ware eine
Kennzeichnungspflicht der verwendeten Bakterien auf Nahrungsmittel nétig, was
jedoch fiir die als apathogen geltenden Milchs&urebakterien bisher nicht nétig ist.

Zum anderen gehdrt Lactobacillus delbrueckii zu den am hé&ufigsten verwendeten
Starterkulturen fir Milchprodukte (Partanen et al.,, 2001). Danone, Marktfihrer fur
Milchfrischeprodukte in Deutschland, benutzt beispielsweise Lactobacillus delbrueckii

zusammen mit Streptococcus thermophilus als Starterkulturen fur ihre Jogurtprodukte.
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Insofern dirfte es kaum maoglich sein, die Verwendung von Milchprodukten, die sicher
keine Lactobacillus delbrueckii Kulturen enthalten, zu gewahrleisten.

Bei gesunden Kindern wird das vermehrt produzierte D- Laktat der Spezies nicht zu
Symptomen fiihren, da selbst bei Vorhandensein von vermehrtem D- Laktat im Darm
gesunder Kinder, ein ausreichende Anzahl D- Laktat konsumierender Bakterien im
Darm anzunehmen ist und es somit zu keiner Akkumulation kommt (Bourriaud et al.
2005; Mayeur et al., 2013).

Noch wichtiger als die Kenntnis des Vorkommens von Lactobacillus delbrueckii oder
anderer D- Laktat produzierender Milchsdurebakterien in ,normalen® Milchprodukten
ist jedoch das Wissen Uber das Vorkommen der Bakterien in Probiotika- Produkten, da
die Konzentrationen der verwendeten Kulturen in diesen Produkten ungleich héher
sind. Dabei wurde in mehreren Untersuchungen gezeigt, dass die vom Hersteller
beschriebenen beinhalteten probiotischen Kulturen nicht immer mit den tatsachlich
vorhandenen Kulturen Ubereinstimmen (Fasoli et al., 2003; Hamilton-Miller et al.,
1996). In einer Studie von Temmerman et al. wurden zehn kommerziell erhéltliche
probiotische Produkte kulturabhangig und kulturunabhangig auf das Vorhandensein
der vom Hersteller deklarierten probiotischen Milchsaurebakterien geprift. Dabei
konnte durch die kulturunabhéngige Methode zwar in den meisten Produkten das
deklarierte Probiotikum gefunden werden, jedoch waren in vier der Produkte mehr
Spezies enthalten als vom Hersteller beschrieben. Dabei waren bei zwei der Produkte
Lactobacillus delbrueckii gefunden worden , obwohl er nicht als verwendete Kultur auf
dem Etikett des Joghurts angegeben wurde (Temmerman et al., 2003).

Auch in der Humanmedizin fehlt den Arzten haufig das Wissen dariiber, ob die von
ihnen verwendeten Probiotika D- Laktat produzieren oder nicht (Mack 2004).

Um zu untersuchen, ob der Einsatz von probiotischen Produkten auch bei den an
dieser Studie teilnehmenden Kindern mit KDS eine Rolle spielte, wurde im Fragebogen
nach der regelmaligen Einnahme probiotischer Produkte gefragt. Dabei gaben
lediglich funf Patienten an, regelm&Rig Probiotika zu sich zu nehmen. Zweimal wurden
dabei Produkte mit Lactobacillus rhamnosus verwendet, je einmal waren laut Hersteller
Lactobacillus casei und Bifidobacterium Kulturen beinhaltet. Einmal wurde ein
probiotisches Produkt mit E.coli verwendet. Keines der angegeben probiotischen
Lactobacillus- Spezies konnte aus dem Stuhl der entsprechenden Patienten isoliert
werden. Somit ist von einem Einfluss der Probiotikums auf die Darmflora der Patienten
nicht auszugehen.

Im Rahmen der Laktattestreihe konnte gezeigt werden, dass Lactobacillus rhamnosus
und der aus einem Actimel- Joghurt isolierte Stamm Lactobacillus paracasei

ausschlieBlich L- Laktat produzieren. Insofern scheint die Verwendung von Probiotika,
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die diese beiden Spezies enthalten, unbedenklich. Jedoch muss erneut bedacht
werden, dass in vielen der probiotischen Produkte neben den deklarierten
Milchs&urebakterien noch weitere enthalten sind. Temmerman et al. zeigten zudem,
dass aus Actimel- Joghurt kulturabhdngig zwar nur Lactobacillus casei isoliert werden
konnte, in der kulturunabhéngigen Methode wurde jedoch zusétzlich Lactobacillus
delbrueckii gefunden. Lediglich zwei probiotische Produkte zeigten sowohl in der
kulturabhéngigen als auch in der kulturunabhangigen Methode dieselben vom
Hersteller deklarierten Probiotika. Eines davon war Yakult. Das deklarierte Bakterium
war Lactobacillus casei. Auch in dieser Studie wurden die Milchsdurebakterien aus
Yakult isoliert. Dabei war ebenfalls nur eine Lactobacillus Spezies in dem Joghurt Drink
gefunden worden. Diese wurde im Rahmen der verwendeten Methoden als
Lactobacillus paracasei identifiziert, wobei dabei jedoch wie erwahnt die
Genomahnlichkeit von Lactobacillus casei und Lactobacillus paracasei eine sichere
Unterscheidung nicht moglich machte, sodass es sich bei der gefundenen Spezies
wahrscheinlich um die von Yakult als Kultur verwendete Spezies handelte (Vasquez et
al., 2005). In der Laktattestreihe zeigte der aus Yakult isolierte Keim ein sehr gutes
Wachstum und produzierte in grolRen Mengen ausschliellich L- Laktat. Insofern
scheint der Konsum von Yakult fir Kinder mit KDS unbedenklich zu sein.

Takahashi et al. behandelten einen Patienten, der rezidivierend unter D- Laktat
Azidosen litt, mit einer Kombination aus einem Probiotikum und einem Prebiotikum.
Nach einer exzessiven antibiotischen Therapie mit vier verschiedenen Antibiotika Uber
10 Tage und ausschlieBlicher parenteraler Ernahrung zeigte der Patient trotz allem
weiterhin erhéhte D- Laktat Werte im Stuhl, weshalb die Autoren zu dem Schluss
kamen, dass eine komplette Elimination der D- Laktat bildenden Bakterien im Darm
des Patienten nicht mdglich war und stattdessen ein Unterdrickung der D- Laktat
produzierenden Bakterien anzustreben sei. Sie begannen deshalb, zur
Neukolonisierung des Darmes mit L- Laktat produzierenden Bakterien, dem Patienten
Lactobaillus casei Shirota, enthalten in Yakult, sowie Bifidobakterium breve enteral
zuzufuhren. Zudem wurde ein Prebiotikum verabreicht. Die Therapie wurde vier
Wochen unter alleiniger parenteraler Erndhrung durchgefihrt. Nach den vier Wochen
zeigte sich zwar ein Anstieg der D- Laktat Konzentration im Stuhl, der sich nach
Wiederbeginn der enteralen Ern&hrung noch verdreifachte, jedoch traten keine
weiteren D- Laktat Azidosen mehr auf. Als Nebeneffekt berichtete der Patient, der vor
der Therapie eher unter einer Obstipation zu leiden hatte, Uber eine Zunahme der
Defékationsfrequenz (Takahashi et al., 2013). Die Autoren fihrten die erfolgreiche
Therapie auf eine Zunahme der intestinalen Motilitéat durch den Einsatz von Synbiotika

und die dadurch schnelleren Elimination von D- Laktat Giber den Stuhl des Patienten
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zuriick. Moglich wére auch eine Verdrangung von D- Laktat am Transporter durch die
Darmwand durch das nun ebenfalls vermehrt produzierte L- Laktat von Lactobacillus
casei. Insgesamt scheint die Begleittherapie von rekurrierenden D- Laktat Azidosen
mit Yakult jedoch vielversprechend zu sein.

Auch Bustos et al. berichteten Uber erhéhte D- Laktat Konzentration im Stuhl von
Patienten mit KDS, ohne dass es zu einer Erhdhung der D-Laktat Werte im Serum
oder gar zu Symptomen einer D- Laktat Azidose gekommen war (Bustos et al., 1994).
Die Autoren postulierten deshalb ebenfalls, dass die Entstehung einer D- Laktat
Azidose nicht alleinig durch eine Uberproduktion von D- Laktat im Darm entsteht,
sondern weitere Faktoren eine Rolle spielen missen. Diese Einschatzung kann durch
die im Rahmen dieser Studie erhoben Ergebnisse unterstitzt werden. Alle Patienten
mit KDS, bei denen Milchsaurebakterien im Stuhl nachweisbar waren, hatten auch D-
Laktat bildende Spezies im Stuhl. Dennoch hatten viele Patienten noch nie unter den
Symptomen einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie gelitten. Dabei
spielen sicherlich spezifische D- Laktat produzierende Bakterien im Darm, wie z.B. im
Rahmen dieser Studie Lactobacillus delbrueckii, eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie. Die alleinige
Anwesenheit von D- Laktat produzierenden Milchsaurebakterien fuhrt jedoch nicht in
jedem Fall zu einer D- Laktat Azidose. Mayeur et al. zeigten im Rahmen ihrer
Untersuchung der D/L- Laktat- Ratio bei erwachsenen Patienten mit KDS, dass trotz
gleicher Variabilitat an Milchs&urebakterien, darunter auch Lactobacillus delbrueckii,
nicht alle Patienten mit KDS dazu neigen, D- Laktat im Stuhl anzureichern (Mayeur et
al.,, 2013). Neben der bereits erwahnten Aktivitat der D-2-Hydroxy- Acid-
Dehydrogenase, moglicherweise vermindert durch eine Hepatopathie im Rahmen der
parenteralen Erndhrung, muss auch die intestinale Motilitat sowie die Durchlassigkeit
und der Transportmechanismus von D- Laktat durch die Darmmukosa bei der
Entstehung einer D- Laktat Azidose beriicksichtigt werden. Eine weitere entscheidende
Rolle mdégen zudem D- Laktat konsumierende Bakterien im Darm der Patienten mit
KDS spielen. Das alleinige Vorkommen bestimmter Milchsdurebakterien im Stuhl der
Patienten kann deshalb nicht klaren, warum manche Patienten mit KDS eine D- Laktat
Azidose assoziierte Encephalopathie entwickeln und andere nicht.

Im Kindesalter wurden bisher lediglich vier Bakterien beschrieben, die im Stuhl von
Patienten mit D- Laktat Azidose assoziierter Encephalopathie isoliert wurden und fir
deren Entstehung mit verantwortlich gemacht wurden. Berlcksichtigt man die Theorie
der reduzierten Aktivitdt der D-2-Hydroxy- Acid- Dehydrogenase im Kindesalter sowie
das mdgliche Fehlen von D- Laktat konsumierenden Bakterien im Darm von Kindern

mit KDS, scheint jedoch vielleicht zumindest im Kindesalter die Anwesenheit von
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bestimmten Milchsdurebakterien Spezies, wie z.B. Lactobacillus delbrueckii, ein
Risikofaktor fir das Entstehen einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie
darzustellen.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden weitere Risikofaktoren, die das Auftreten
einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie im Kindesalter begiinstigen
konnen, gesammelt. Dabei scheinen mannliche Patienten mit ca. 5 Jahren, die
aufgrund eines Volvulus an einem KDS leiden und Probiotika zu sich nehmen, die D-
Laktat produzierende Milchsaurebakterien enthalten, ein héheres Risiko zu haben eine

D- Laktat Azidose assoziierte Encephalopathie zu entwickeln.

Als Fazit dieser Arbeit kann eine mdgliche Vorgehensweise zur Prophylaxe des
Auftretens rezidivierender D- Laktat Azidosen im Kindesalter vorgeschlagen werden.
Zunachst missen Eltern und betreuende Arzte von Kindern mit Kurzdarmsyndrom liber
das Krankheitsbild, deren Ursache und mégliche Symptome aufgeklart werden. Wichtig
sind dabei Information darliber, welche Produkte D- Laktat bildende Lactobacillen
enthalten kénnten und somit vermieden werden sollten. Die betreuenden Arzte missen
beim Einsatz von Probiotika kritisch hinterfragen ob, die im Allgemeinen als apathogen
geltenden enthaltenden Milchsédurebakterien, tatsachlich keine Gefahr fir den
Patienten darstellen. Dabei sollten insbesondere Probiotika, die D- Laktat bildende
Lactobacillen enthalten, nicht verabreicht werden.

Kinder mit Kurzdarmsyndrom konnten auf das Vorkommen bestimmter Arten von D-
Laktat produzierenden Milchsaurebakterien gescreent werden. Als Methode der Wahl
kann der Ausstrich einer Stuhlprobe auf MRS-Agar und deren Inkubation bei 37 °C und
5% CO, und die anschlieBende Identifizierung der gewachsenen Kulturen mittels
MALDI- TOF dienen. Sind dabei bekannte D- Laktat produzierende
Milchsadurebakterien, wie z.B. Lactobacillus delbrueckii, nachweisbar, sollten
EradikationsmaRRnahmen mittels Antibiotika ergriffen werden.

Da das Vorhandensein von L- Laktat bildenden Milchsaurebakterien méglicherweise
das tibermafRige Wachstum D- Laktat produzierender Lactobacillen einschrénken kann,
sollte der Aufbau einer Darmmikrobiota mit L- Laktat produzierenden
Milchs&urebakterien mittels Synbiotika, welche z.B. Lactobacillus casei enthalten,
begonnen werden.

Auch der Einsatz von oral verabreichten Hefepilzkulturen wie z.B. Candida glabrata
kann versucht werden, um das Wachstum von D- Laktat bildenden Lactobacillen

einzuschranken.
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Durch die Kombination dieser MalRhahmen koénnte das Auftreten von rezidivierenden
D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathien bei Kindern mit Kurzdarmsyndrom

vermieden werden.
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5 Zusammenfassung

Die D- Laktat Azidose assoziierte Encephalopathie ist eine wenig bekannte
Komplikation, welche im Rahmen eines Kurzdarmsyndroms auftreten kann. Als
Ursache gilt eine Fehlbesiedelung des verklrzten Dinndarmabschnittes mit D- Laktat
produzierenden Milchs&urebakterien. Im Vergleich zu dem im Rahmen der Glykolyse
anfallenden L- Laktat, hat der menschliche Kdorper nur wenige Kapazitaten, D- Laktat
abzubauen. Das vermehrt anfallende D- Laktat im Darm der Patienten mit
Kurzdarmsyndrom fihrt nach Resorption zu einer Azidose im Blut. Dabei kdnnen
neurologische Symptome auftreten, die denen eines alkoholisierten Menschen
gleichen. Betroffene Patienten leiden wunter zeitlich begrenzten und meist
selbstlimitierenden Phasen von Apathie, Storungen der Bewegungskoordination,
verwaschener Sprache oder Konzentrationsstorungen. Trotz angenommener
Uberwucherung des Diunndarms mit Milchsaurebakterien bei allen Patienten mit
Kurzdarmsyndrom, entwickelt nur ein kleiner Teil der Patienten tatsachlich Symptome
einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie.

In dieser Arbeit wurde die Rolle verschiedener Milchsaurebakterien bei der
Entstehungen einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie bei Kindern mit
Kurzdarmsyndrom evaluiert. Dazu wurden von 18 Patienten mit Kurzdarmsyndrom
Stuhlproben gesammelt und mittels eines Fragebogens das Auftreten von
neurologischen Symptomen festgestellt. Durch Vergleich mit einer Kontrollgruppe mit
Kindern ohne Kurzdarmsyndrom wurde gezeigt, dass in den Stuhlproben von Kindern
mit Kurzdarmsyndrom tatsachlich haufiger Milchséaurebakterien zu finden waren. Des
Weiteren wurde die D- und L- Laktat Produktion der aus den Stuhlproben isolierten
Milchséurebakterien gemessen und die Ergebnisse mit den Angaben im Fragebogen
korreliert. Dabei gaben zwei Patienten wahrend der Stuhlprobenabgabe akute
Symptome einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie an. Im Stuhl beider
Patienten konnte Lactobacillus delbrueckii identifiziert werden, welcher sich in der
Laktattestung als potentester D- Laktat Produzent zeigte. Die Ergebnisse wurden mit
den bisher in der Fachliteratur veréffentlichten Fallberichten verglichen. Dabei zeigte
sich, dass Lactobacillus delbrueckii méglicherweise eine entscheidende Rolle bei der
Entstehung einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie im Kindesalter
spielen kdnnte. Desweiteren wurden mogliche weitere Risikofaktoren, die das Auftreten
einer D- Laktat Azidose assoziierten Encephalopathie im Kindesalter beglnstigen
kénnen, evaluiert und eine mdogliche Vorgehensweise zur Prophylaxe rezidivierender

D- Laktat Azidosen im Kindesalter vorgeschlagen.

70



Zusammenfassung

Summary

The D-lactic acidosis associated encephalopathy is a little- known complication which
can appear within the course of a short bowel syndrome. A false settlement of the
shortened small bowel segment with D-lactate producing lactic acid bacteria is
proposed to be the cause of this complication. In comparison to L-lactate, which is
produced during glycolysis, the human body has only low capacities to metabolize D-
lactate. Therefore, after resorption, the elevated D-lactate- concentration in the bowel
of the patients with short bowel syndrome leads to metabolic acidosis. During acidosis,
neurological symptoms similar an alcohol intoxication may appear. Affected patients
suffer from temporary and mostly self-limiting phases of apathy, gait disturbances, a
slurred speech and drowsiness.

In spite of the widely accepted hypothesis that the small intestine is overgrown with
lactic acid bacteria in all patients with short bowel syndrome, only a small part of the
patients really develop symptoms of a D-lactic acidosis associated encephalopathy.

In this paper, the role of different lactic acid bacteria in the stool of children with short
bowel syndrome suffering from D-lactate acidosis associated encephalopathy was
evaluated. Therefore, stool samples of 18 patients with a short bowel syndrome were
collected and by means of a questionnaire and telephone interview the appearance of
symptoms of a D-lactic acidosis associated encephalopathy were evaluated.

In a comparison to a control group consisting of children without short bowel syndrome
it was shown, that in the stool samples of children with short bowel syndrome, lactic
acid bacteria were found more frequently than in stool samples of the control group
indeed.

Afterwards, the D-and L-lactate production of the lactic acid bacteria that had been
isolated from the stool samples were measured and the results were compared to the
information given by the patients in the questionnaire. Besides, two patients showed
acute symptoms of a D-lactic acidosis associated encephalopathy during their stool
sample delivery. In these stool samples of both patients Lactobacillus delbrueckii,
which appeared to be the most potent D-lactate producer, could be identified. The
results of this analysis were compared to the case reports that have been published in
the medical literature until now. Obviously, Lactobacillus delbrueckii appeared to play a
crucial role in the origin of a D-lactic acidosis associated encephalopathy during
infancy.

Furthermore, other risk factors, which may possibly favour the appearance of a D-lactic
acidosis associated encephalopathy during infancy, were evaluated and a suggestion

for the early diagnosis of affected children was submitted.
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9 Anhang

Fragebogen

THKGM®-

UNIVERSITATSE LIMIELIAM
GIERSEM UND MARBURG

Fragebogen zur Studie
wEnzephalopathie mit D-Laktat-Azidose bei Kurzdarmsyndrom®

Angaben zur Person:

MName, Vorname:

Geburtsdatum:

Grofe:

Gewichit:

Anschrift:

Telefonnummer:

Angaben zur Krankengeschichte:

Art der ErkrankungiUrsache fir KDS:

Operationsdatumy-ort:

Begleiterkrankungen:

L Angaben zu newralogischen Symptomen:
(Bitte geben Sie an, ob die jeweiligen Symptome schon mal aufgetreten sind oder nicht und wenn ja,
wann?)

1. Im Verlauf des Tages ungewdhnlich starke/zunshmende Schldfrigkeit:

Nein C Ja O Wann ca.:

2. Sprachstonungen:
(z.B. undeutliche, lallende Sprache)

Nein C Ja

Wenn ja, welcher Art?

D-Laktatazidose Seite 1 /2




Anhang

3. Stdrungen der Bewegungskoordination:
(z.B. torkeliger Gang _wie betrunken®)

Mein C Ja

Wenn ja, welcher Art?

4. Sonstige Verhaltensauffalligkeiten:

Mein C Ja d Wann ca..

Wenn ja, welcher Art?

5. Friihere Laktatazidosen:

Mein C Ja

Damalige Symptome:

Therapie:

6. Sonstiges:

II. Angaben zu Erndhrungsgewochnheiten:
Mimmit Ihr Kind &fter probiotische Joghurtdrinks (z.B. Actimel®, Yakult® ete.) zu sich?

Mein C Ja O Wie oft?
Welches Produkt (Handelzname)?

Vielen Dank fir Ihre Mitarbeit!

lch mdchte dlber das Ergebnis der Studie untemichiet werden: Ja
Mein

D-Laktatazidose Seite 2 /2
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DHPLC- Analysen
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