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Zusammenfassung

Einleitung. Die Antibiotika-assoziierte Diarrhoe (AAD) ist eine Erkrankung, die im
klinischen Alltag haufig zu finden ist. Die Pathomechanismen dafiir sind vielfdltig und es
bedarf weiterer Forschungsarbeit, diese endgiiltig zu kldren. Mit dieser Diplomarbeit soll ein
Beitrag zum besseren Verstindnis der AAD geleistet werden.

In der Einleitung finden sich Begriffsdefinitionen und theoretische Grundlagen zum Thema
Antibiotika und Diarrhoe, auerdem werden Grundlagen sowie mogliche Einsatzgebiete von
Entziindungsmarkern im Stuhl dargestellt.

Material und Methoden. Zur Beantwortung der Forschungsfragen ,, Welche Rolle spielt die
fikale Calprotectinbestimmung bei der Antibiotika-assoziierten Diarrhoe (AAD)?“ und
., Welche Rolle spielt die fikale Calprotectinbestimung nach Antibiotikaeinnahme ohne
Diarrhoe?“ wurde eine systematische Literaturrecherche mithilfe der Meta-Plattform
»Pubmed® durchgefiihrt. Letztlich wurden 21 passende Untersuchungen gefunden, welche
in neun Kategorien unterteilt, fiir die Beantwortung der Forschungsfragen herangezogen
werden konnten.

Ergebnisse. Die Studien =zeigen, dass die fdkale Calprotectinmessung bei der
Differenzierung zwischen Clostridioides difficile Infektionen (CDI) und non-CDI AAD,
sowie bei der Differenzierung zu anderen Ursachen einer Diarrhoe hilfreich sein kann. Der
fakale Calprotectinwert weist einen Zusammenhang zu auftretenden Komplikationen bei
CDI und dem CDI-Schweregrad auf. Eingeschrankt kann der Wert herangezogen werden,
wenn es um die Differenzierung von manifester CDI und asymptomatischer Clostridioides
difficile (C. diff.) Kolonisation, C. diff. mit oder ohne Toxinproduktion, Prognose von CDI-
Riickfdllen und dem messbaren Therapieerfolg geht. Die Rolle des fikalen
Calprotectinwertes zur Vorhersagekraft fiir spiteres Therapieansprechen ist fraglich. Ein
Zusammenhang von hohen Werten und CDI-bezogenen Todesfdllen besteht nicht. Zur
Aussagekraft von fiakalen Calprotectinwerten bei Patient*innen nach Antibiotikaeinnahme
ohne Diarrhoe finden sich keine Studienergebnisse.

Schlussfolgerung. Fikale Calprotectinmessungen zeigen fiir einige Fragestellungen eine
hohe Aussagekraft. Bei anderen Fragestellungen zeigt sich hingegen bis jetzt kein
eindeutiger Nutzen der Messung. Insgesamt sind weitere prospektive Studien mit groBer
Teilnehmerzahl notwendig, um die Calprotectin-Bestimmung auch in anderen klinischen
Situationen zu ctablieren. Auch, ob die Antibiotika-Einnahme an sich bereits zu einer

Erhohung des fikalen Calprotectinwertes fiihrt, ist bisher nicht erforscht.
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Abstract

Introduction. Antibiotic-associated diarrhea (AAD) is a disease that is frequently seen in
daily clinical practice. The pathomechanisms for AAD are complex and further research is
needed to clarify them definitively. The aim of this thesis is to contribute to a better
understanding of AAD.

The introduction contains definitions of terms and theoretical principles on the subject of
antibiotics and diarrhoea, as well as the basics and possible indications of inflammatory
markers in faeces.

Material and methods. To answer the research questions "What role does faecal
calprotectin determination play in antibiotic-associated diarrhoea (AAD)?" and "What role
does faecal calprotectin determination play after antibiotic intake without diarrhoea?”, a
systematic literature review was conducted using the meta-platform "Pubmed". Finally, 21
suitable studies were found, which were divided into nine categories and used to answer the
research questions.

Results. The studies show that faecal calprotectin measurement can be used to differentiate
between Clostridioides difficile infections (CDI) and non-CDI AAD, as well as to
differentiate between other causes of diarrhea. The faecal calprotectin value shows a
correlation with the complications occurring with CDI and the CDI severity. The value
cannot be used without restriction to differentiate between manifest CDI and asymptomatic
Clostridioides difficile (CDI) colonisation, C. diff. with or without toxin production,
prognosis of CDI relapses and the measurable success of therapy, even if there are strong
tendencies for significance. The role of faecal calprotectin levels in predicting subsequent
treatment response is questionable. There is no correlation between high values and CDI-
related deaths. There are no study results on the significance of faecal calprotectin values in
patients who have taken antibiotics without diarrhoea.

Conclusion. Faecal calprotectin measurements are highly informative for some questions.
For other questions, however, the measurement has not yet shown any clear benefit. Overall,
further prospective studies with a large number of participants are necessary in order to
establish calprotectin measurement in other clinical situations. Research has also not yet
been conducted into whether taking antibiotics in itself leads to an increase in faecal

calprotectin levels.
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1 Einleitung

Die Antibiotika-assoziierte Diarrhoe (AAD) ist eine Erkrankung, die im klinischen Alltag
hdufig zu finden ist. Die Pathomechanismen dafiir sind vielfdltig und es bedarf weiterer
Forschungsarbeit diese endgiiltig zu kliaren. Mit dieser Diplomarbeit soll ein Beitrag zum
besseren Verstiandnis der AAD geleistet werden.

Es ist wesentlich, einen Uberblick iiber diese Erkrankung und iiber bereits bekannte
wissenschaftlich Ergebnisse zu erlangen. In den néchsten Seiten soll ein allgemeiner
Uberblick in den Kapiteln ,, 1.1 Antibiotika und Diarrhoe“und ,, 1.2 Entziindungsmarker im
Stuhl*“ verschafft werden und die Relevanz und Wichtigkeit des Verstandnisses der AAD im
klinischen Alltag unterstrichen werden.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wird ein systematischer Literaturreview durchgefiihrt, um
folgende Forschungsfragen zu beantworten:

Welche Rolle spielt die fikale Calprotectinbestimmung bei der AAD?

Welche Rolle spielt die fikale Calprotectinbestimung nach Antibiotikaeinnahme ohne

Diarrhoe?

1.1 Antibiotika und Diarrhoe

1.1.1 Von der Antibiotika-assoziierten Diarrhoe bis zur
pseudomembranosen Colitis

1.1.1.1 Begriffsdefinition

Kommt es zu drei oder mehr ungeformten Stiihlen tiglich oder zur Ausscheidung einer
ungeformte Stuhlmenge von {iber 250g pro Tag, kann man im Allgemeinen von einer
Diarrhoe sprechen [1]. Unter AAD versteht man Diarrhoe, die zwischen 2 Stunden und 2
Monaten nach Start einer Antibiotikagabe beginnt. Aulerdem muss fiir die AAD eine andere
Erklarung fehlen [2]. Das Spektrum einer AAD kann von einer wéssrigen Diarrhoe ohne
Komplikationen bis zu einer Colitis einschlieflich moglicher damit einhergehender
Komplikationen reichen [3]. Von einer Colitis spricht man im Allgemeinen bei einer
Colonentziindung, welche unterschiedliche Ursachen haben kann [4]. Es konnen Symptome
wie abdominelle Schmerzen, Fieber und Diarrhoen, welche sich schleimig oder blutig
prasentieren konnen, mit einer Colitis einhergehen [5]. Die Antibiotika-assoziierte Colitis
(AAC) zeigt systemische Entziindungszeichen, fékale Leukozytose und charakteristische

Verdnderungen in der Schnittbildgebung und der Endoskopie [3]. Eine Clostridioides



Difficile-assoziierte Colitis (CDAC), eine Unterform der AAC, wird durch eine
Clostridioides difficile Infektion (CDI) hervorgerufen. Es zeigen sich hierbei eine typische
Klinik wie anhaltende wassrige Diarrhoen oder Blutbeimengungen, sowie in manchen
Féllen Fieber, sowie systemische Entziindungszeichen wie eine Leukozytose. Die
Pseudomembrandse Colitis (PMC), die schwerste Ausprigungsform einer CDAC ist eine
endoskopisch gestellte Diagnose [6]. Auch die Antibiotika-assoziierte hdmorrhagische
Colitis (AAHC) ist eine Unterform der AAC. Es fehlt hierbei der Nachweis einer CDI, denn
diese Form der AAC wird durch Klebsiella oxytoca ausgelost [7].

Eine schwere CDI wird entsprechend der Europdischen Gesellschaft fiir klinische
Mikrobiologie und Infektionskrankheiten (ESCMID: european society of microbiology and
infectious disease) gekennzeichnet durch Fieber > 38,5°C, Leukozyten im Serum >
15 x 10"9/L, Serumkreatininanstieg >50% von der Baseline und zusétzliche bestdtigende
Befunde wie etwa eine Colonwand-Verdickung in der Bildgebung, definiert [8].

Die ESCMID definiert ein CDI-Rezidiv als Wiederauftreten der Erkrankung innerhalb 8
Wochen nach abklingen einer ersten Episode. Die Symptome der ersten Episode miissen

nach Abschluss der Erstbehandlung allerdings abgeklungen sein [8].

1.1.1.2 Epidemiologie

Laut Untersuchungen erkranken bis zu 25% der Personen, welche zuvor Antibiotika
eingenommen haben, an einer AAD. Dies ist in Abhidngigkeit der verabreichten
Antibiotikagruppe zu beurteilen. [9, 10]. Andere Autoren sprechen sogar von einer Inzidenz
der AAD bis zu 35% unter den Personen, welche Antibiotika eingenommen haben [11].
Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten einer AAD nach Antibiotikaecinnahme diirfte sich
zwischen Antibiotikagruppen unterscheiden. So sind etwa 10% - 25% der Patient*innen
nach der Einnahme von Amoxicillin/Clavulansidure von einer AAD betroffen. Seltener ist
das Auftreten von AAD bei nach der Einnahme anderer Antibiotikagruppen, so sind etwa
10% - 20% nach der Einnahme des Cephalosporins Cefixim, 5% - 10% nach der Einnahme
von Ampicillin und 2% - 5% nach der Einnahme anderen Antibiotika wie anderen
Cephalosporinen, Fluorchinolon, Azithromyzin, Clarythromycin, Erythromycin und
Tetrazyclin von AAD betroffen [3]. Eine Untersuchung fand auBBerdem heraus, dass kein
Unterschied zwischen parenteraler und oraler Gabe besteht [12].

Die durch Klebsiella oxytoca hervorgerufene AAHC tritt am hdufigsten nach Einnahme von

Penicillin-Derivaten auf [7].



Die CDI, welche einen grof3en Teil der Antibiotika-assoziierten Colitiden verursacht, kommt
laut Erhebungen aus dem Jahr 2012 auf eine Fallzahl von 65.000 Neuerkrankungen in
Deutschland pro Jahr. Die Autoren vermuten, dass die eigentlichen Zahlen hoher sind, da es
sich bei vorher genannter Zahl lediglich um jene Patient*innen handelt, welche mittels CDI-
spezifischer Therapie behandelt wurden [13]. AuBBerdem war C. diff. zwischen 2016 und
2017 der sechst-héufigste Erreger, welcher fiir nosokomiale Infektionen verantwortlich war
[14].

Dass das Auftreten von Rezidiven nach einer CDI-Episode nicht unterschétzt werden darf,
zeigen Liibbert et al. mit den Zahlen aus Deutschland. Bei ihrer Erhebung fanden sie heraus,
dass rund 18% der Patient*innen nach einer ersten CDI-Episode an einem Rezidiv litten.
Davon erlitten rund 28% ein zweites Rezidiv und wiederum davon erlitten rund 30% ein
drittes Rezidiv [13].

Die Hauptrisikofaktoren fiir eine CDI sind Alter, Hospitalisation, Bewohnen von

Altersheimen, sowie die Antibiotikaeinnahme [3, 15].

1.1.1.3 Atiologie

Es muss zwischen der Entstehung einer AAD und einer AAC unterschieden werden.

Grob lassen sich 2 Gruppen unterscheiden: Infektidse und nicht-infektiose Mechanismen fiir
die Entstehung einer AAD.

Unter infektiosen Ursachen fassten Silverman et al. Clostridioides difficile, Klebsiella
oxytoca, Staphylococcus aureus, Clostridium Perfringens und Salmonella species zusammen
[16].

Unter den nicht infektiosen Mechanismen konnen mikrobielle Dysbalancen im GI-Trakt,
wie die Reduktion des mikrobiellen Metabolismus, sowie der Verlust der mikrobiellen
Widerstandsfahigkeit gegeniiber pathologischen Erregern verstanden werden. AuBlerdem

wird eine direkte positive Wirkung auf die Darmmotilitét berichtet [17].

1.1.1.3.1 Infektiose Mechanismen
Clostridioides difficile. Clostridioides difficile ist ein obligat anaerobes und

sporenbildendes Bakterium. Die Virulenz des Bakteriums entsteht durch die Toxine TcdA
und TcdB verursacht, welche etwa einen Zelluntergang von Enterozyten, einen Verlust der
intestinalen Barrierefunktion oder eine neutrophile Colitis verursachen. Der Grofteil der
Féille von Clostridioides difficile-assoziierter —Diarrhoe (CDAD) tritt nach

Antibiotikacinnahme und im Krankenhaus-Setting beziehungsweise kurz nach der



Entlassung oder in Pflegeheimen auf. Nur selten kommt es zur CDAC ohne vorherige
Antibiotikacinnahme [18].

Eine grofle rezente Metaanalyse mit iiber 5000 Patient*innen konnte zeigen, dass
Clostridioides difficile lediglich in etwa 20% der Félle fiir die AAD verantwortlich ist [17].
Klebsiella oxytoca. Hogenauer et al. konnten auflerdem zeigen, dass Klebsiella oxytoca
ebenfalls zu einer AAD, im Speziellen zu einer AAHC, fiihren kann. In Europa wird von
einer asymptomatischen Besiedelung von Toxin-produzierenden Klebsiella oxytoca von
etwa 2-9% der Gesamtbevolkerung gesprochen [7]. Klebsiella-Stdimme sind gegen
Penicilline von Natur aus resistent, weshalb es zur Uberwucherung dieses Bakteriums bei
entsprechender antibiotischer Therapie kommt. Der Schaden, welcher bei der AAHC
entsteht, wird durch die Toxine Tilimycin und Tilivaline ausgelost. Diese verursachen
schwere Gewebeschiden [19].

Andere Hypothesen fiir die Entstehung einer AAD sind eine Infektion mit Clostridium
perfringens. Borriello et al. konnten bei elf Patient*innen mit AAD Clostridium perfringens
und dessen Enterotoxin detektieren. Bei zwei der elf Patient*innen wurde allerdings dariiber
hinaus C. diff. nachgewiesen. [20].

Weitere infektiose Ursachen. Diese konnten Infektionen mit multiresistentem Staph.
aureus, resistenten Salmonella species oder eine AAHC durch K. oxytoca ausgelost, welche

nach Penicillin-Einnahme auftreten kann, sein. Diese Ursachen werden kontrovers diskutiert

[9].

1.1.1.3.2 Nicht-infektiose Mechanismen
Reduktion des mikrobiellen Metabolismus:

Kurzkettige Fettsiuren. Bakterien im Dickdarm verstoffwechseln Kohlenhydrate zu
kurzkettige Fettsduren (SCFA; short chain fatty acids) und Laktat [21]. Diese SCFA werden
absorbiert und mit ihnen werden Fliissigkeit und Elektrolyte aufgenommen [22]. Mehrere
Studien konnten zeigen, dass Antibiotika das natiirliche Mikrobiom reduzieren bzw.
verdndern und dass es unter Antibiotikagabe zu einem geringeren Vorkommen an SCFA im
Colon kommt [23-25]. Clausen et al. fanden in einer Untersuchung heraus, dass die
Dickdarmfermentation in einer Patientengruppe mit AAD gestort war und verringerte
Mengen an SCFA im Dickdarm vorlagen. Er restimierte darauthin, dass ein vermehrter
intraluminaler Kohlenhydratanteil, sowie verminderte intraluminale SCFA, welche eine

verringerte Wasser-, sowie Elektrolytaufnahme bewirken, im Dickdarm vorliegen wiirden



und dieser Umstand somit eine Ursache fiir AAD im Sinne einer osmotischen Diarrhoe sein
konnte [25].

Gallensiduren. Hoffmann et al. stellten die Hypothese auf, dass das vermehrte
Vorhandensein von primdren Gallensduren im Dickdarm eine sekretorische Diarrhoe
verursachen konnte. Primire Gallensduren konnten vermehrt vorhanden sein, wenn
Bakterien fehlen, welche normalerweise primére Gallensduren in sekundire Gallensduren
dehydroxylieren. Diese Bakterien konnten durch Antibiotikaeinnahme verringert vorliegen
[26].

Verlust der Widerstandsfihigkeit gegeniiber pathologischen Erregern:

Antibiotika verringern die mikrobielle Vielfalt im Darm und verringern dadurch die
Widerstandsfahigkeit gegeniiber potenziell pathogenen endogenen Erregern bzw.
begiinstigen das Eindringen und Vermehren exogener Erreger [16]. Die Mechanismen dafiir
sind vielféltig und noch unzureichend erforscht, es diirfte sich dabei jedoch etwa um
Konkurrenz um Nihrstoffe der Mikroben, die Produktion von Bakteriozinen, oder Induktion
von Wirtsreaktionen, welche sich gegen bestimmte Mikroben richten, handeln [27].

Dies ldsst sich am Beispiel von Gallensduren demonstrieren: Primére Gallensduren
induzieren das Wachstum von Clostridioides difficile Sporen, hingegen hemmen sekundére
Gallensduren das Wachstum. Kommt es nun zum vermehrten Vorliegen primérer
Gallensduren, weil durch Antibiotikagabe eine Reduktion der Darmbakterien stattgefunden
hat, kommt es zur verringerten Umwandlung primérer in sekundére Gallensduren, somit zum

verstarkten Wachstum von Clostridioides difficile Sporen [28].

Direkte Effekte:

Eine Studie stellte fest, dass es bei Hunden nach Erythromycingabe zum vermehrten
Auftreten von retrograd gerichteten peristaltischen Wellen (RGCs; retrograde giant
contractions) und sogenannten riesigen wandernden Kontraktionen (GMCs; giant migrating
contractions) kommt und dies eine Ursache fiir vermehrtes Erbrechen, Bauchkrdmpfe und
Diarrhoe nach Antibiotikagabe sein konnte [29].

Eine bereits éltere Studie zeigte verschiedene gastrointestinale Effekte nach oraler Einnahme
von Neomycin bei Ménnern. Die Effekte waren eine Lingenabnahme der Schleimhaut-Vili,
sowie eine Infiltration der Lamina Propria mit Plasmazellen, pigmentierten Makrophagen
und eosinophilen Granulozyten. Die grundsétzlich gesunden Proband*innen entwickelten

auBerdem in weiterer Folge Beschwerden in Form einer Steatorrhoe [30].



Fiir die Entstehung einer AAC kommen, da es sich gemal der Definition (Kapitel 1.1.1.1)
um eine Entziindung des Colons handelt, lediglich entziindliche Ursachen infrage. Jegliche
oben genannten infektiosen Ursachen koénnen daher Grund einer AAC sein. Auch
Mechanismen, die eine Uberwucherung mit pathogenen Erregern zur Folge haben, kdnnen
somit eine AAC verursachen, da es dadurch ebenfalls zur Produktion gréerer Mengen von

Enterotoxinen kommt.

1.1.1.4 Klinik
Antibiotika-assoziierte Diarrhoe (AAD). Das Spektrum der AAD wvariiert von

unkomplizierter Diarrhoe iiber Colitis bis hin zur PMC. Insgesamt ist eine unkomplizierte
Diarrhoe die héaufigste Ausprigungsform, weniger hiufig ist eine Colitis und selten kommt
es zur PMC mit entsprechenden Komplikationen wie dem C. diff.-assoziierten toxischen
Megakolon. Die Klinik kann von weichen, ungeformten Stithlen bis zu wissriger oder

schleimiger Diarrhoe mit einer Stuhlfrequenz bis zu 20 Stiihlen tdglich variieren [31].

Antibiotika-assoziierte Colitis (AAC). Entwickelt sich eine AAC, so kann es zu
schwereren Durchfillen, abdominalen Krimpfen, hohem Fieber, Hypoalbuminidmie und
Leukozytose kommen. In der Koloskopie finden sich typische entziindliche Verdnderungen.
Bei einer CDI konnen zusitzlich charakteristisch iibelriechende Stiihle auftreten. In manchen
Féllen kommt es zum paralytischen Ileus, wobei zunichst keine Diarrhoe bestehen muss.
Bei der CDAC konnen in der histologischen Untersuchung sogenannte ,,summit lesions*
oder ,,volcano lesions* gefunden werden [11].

Bei einer AAHC durch Klebsiella oxytoca finden sich blutige Durchfille und eine
segmentale Colitis, welche im rechten Colon dominiert. Pseudomembranen kénnen hierbei
in der Endoskopie nicht nachgewiesen werden [7].

Die PMC ist die schwerste Form der AAC und wird so gut wie immer durch eine CDI
verursacht. Der Verlauf gestaltet sich prolongiert (1-3 Wochen) und die Symptomatik
besteht aus wissriger Diarrhoe, abdominellen Kriampfen, Leukozytose, Fieber und selten
Erbrechen. Die Komplikationen, die bei einer PMC entstehen konnen, sind vielfiltig, sie
reichen von Hypokalidmie, Hypoproteindmie, iiber das akute Nierenversagen, das toxische
Megacolon, Perforation des Colons bis zum Schockgeschehen. Diese Verlaufsform ist

potenziell lebensbedrohlich [11].



1.1.1.5 Diagnostik

An eine AAD sollte gedacht werden, wenn Patient*innen an anhaltender Diarrhoe leiden
und innerhalb der letzten 8 Wochen Antibiotika verabreicht bekamen oder hospitalisiert
waren. Gelingt kein Erregernachweis, so muss die Diagnose auf der Antibiotikaexposition
und dem Ausschluss anderer relevanter Diagnosen wie etwa die Einnahme anderer
Medikamente, die Diarrhoe  verursachen konnen, chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen (CED) oder Nahrungsmittelunvertraglichkeiten beruhen [11].
Clostridioides difficile. Wahrend und nach einer rezenten Hospitalisierung sollte bei
Auftreten von Diarrhoe an den Erreger C. diff. gedacht werden [11]. Fiir die Diagnose der
CDAD sind folgende diagnostische Kriterien notwendig: Es muss ein Nachweis von Toxin
A oder Toxin B oder von toxinbildenden Clostridioides difficile im Stuhl mittels Polymerase
Kettenreaktion (PCR; polymerase chain reaction) oder Stuhlkulturen erfolgen, oder das Bild
der pseudomembrandsen Colitis in der Koloskopie nachgewiesen werden. Eine negative
Koloskopie bzgl. Pseudomembranen schliet eine CDAD jedoch nicht aus [18].

Es gibt verschiedene Tests, um eine CDI nachzuweisen. Darunter fallen Stuhlkulturen fiir C.
diff. (lange Nachweisdauer), Zellkultur-Zytotoxintest (TC: toxigenic culture) im Stuhl
(lange Nachweisdauer), Enzymimmunoassay (EIA) fiir Toxin A und B im Stuhl (geringere
Sensitivitit), EIA fiir C. diff. Glutamatdehydrogenase (GDH) im Stuhl (geringere Spezifitt)
oder Kolo- und Sigmoidoskopie (nur bei Auftreten von Pseudomembranen niitzlich).
Mittlerweile sind auch Nukleinsdure-Amplifikations-Tests (NAAT: nucleic acid
amplification technique) wie die PCR fiir die Clostridioides difficile Diagnostik zugelassen.
Sie sind hochspezifisch, sowie hochsensitiv fiir den Nachweis von C. diff. [18]. Eine Studie
zeigt fiir den Nachweis von C. diff. mittels PCR eine Sensitivitdt von 86% und eine Spezifitét
von 97%. Zu Bedenken gilt es jedoch, dass damit auch asymptomatische C. diff. Trager als
erkrankt detektiert werden [32].

Fiir die Diagnosestellung einer CDI in der klinischen Praxis empfiehlt die ESCMID einen
Algorithmus, bei dem mehrere Testmethoden kombiniert werden. Zuerst sollte ein GDH
EIA oder NAAT durchgefiihrt werden. Ist dieser Test negativ, so liegt keine CDI vor. Bei
einem positiven ersten Test, soll weiterfithrend ein Toxin A/B EIA durchgefiihrt werden.
Féllt dieser Test abermals positiv aus, kann eine CDI als bestdtigt angesehen werden. Bei
einem positiven ersten Test und negativem zweiten Test besteht eine schwache Empfehlung
der Fachgesellschaft fiir die Testung mittels TC oder NAAT, sofern diese nicht bereits zuvor
durchgefiihrt wurde. Alternativ konnte die Konstellation der zuvor beschriebenen

Testergebnisse auf asymptomatische C. diff. Trager hinweisen. [33].



Es ist nicht empfohlen, asymptomatische Patient*innen zu screenen, auch nicht den
Therapieerfolg bei asymptomatischen Patient*innen nach Infektion zu tiberpriifen, da sich
bei der Hilfte der Fille noch Clostridioides difficile oder deren Toxine nachweisen lassen.
AulBlerdem gilt es zu beachten, dass ein positives Testergebnis nach einer durchgemachten
CDI keinen Nachweis fiir ein Rezidiv darstellt [18]. SchlieBlich konnte eine Metaanalyse
zeigen, dass 0-15% gesunder Erwachsener und 18-90% gesunder Neugeborener und
Sauglinge asymptomatisch mit Clostridioides difficile im Darm besiedelt sind [34].
Klebsiella oxytoca. Wie oben beschrieben (Kapitel 1.1.1.3.1), gelingt bei AAD lediglich in
etwa 20% ein Erregernachweis von Clostridioides difficile. Toxin produzierende Klebsiella
oxytoca diirften als Ursache der AAD in deutlich geringerer Frequenz auftreten. Hogenauer
et al. haben zur Diagnose der Klebsiella oxytoca-Infektion das Bakterium aus dem Stuhl
mittels MacConkey Agar-Platten kultiviert und mithilfe des sogenannten API-E20 Systems
(Analytical Profil Index), welches sich zur Identifizierung gram-negativer Entero- und
Nicht-Enterobakterien eignet, differenziert. AnschlieBend wurden die Stimme auf einer
speziellen Zellkultur auf Zytotoxinproduktion getestet [7].

Leitner et al. haben kiirzlich eine neue real-time PCR getestet, mithilfe derer ein direkter
Nachweis von Klebsiella oxytoca aus dem Stuhl moglich ist. Es ist jedoch dariiber hinaus
eine Detektion von Toxin produzierenden Stimmen moglich, indem bestimmte Targets
(npsA und npsB) nachgewiesen werden, da diese Gene Schliisselenzyme fiir die
Toxinproduktion codieren. Als Kontrolle wurde in der Studie der herkdémmliche Nachweis
mittels Zellkultur gewidhlt. Die real-time PCR zeigte eine Sensitivitit von 100% und eine
Spezifitit von 73,5%. Vermutlich ist die geringe Spezifitit jedoch der geringen Sensitivitit
des Kontrollverfahrens, der mikrobiellen Kulturen, geschuldet, da diese manche eigentlich
vorhandene Klebsiella oxytoca Stimme moglicherweise nicht detektieren konnte. Aufgrund
der guten Ergebnisse der real-time PCR kann diese in Zukunft als first-line Diagnostik bei
Verdacht auf AAHC angewandt werden, um somit einen hdufigeren Erregernachweis zu
generieren [19].

Differenzialdiagnostisch muss an die herkdmmlichen Ursachen von Diarrhoe gedacht
werden. Darunter fallen infektiose Ursachen wie Salmonellen, Shigellen, Campylobacter,
Yersinien oder toxinproduzierende E. coli-Stimme. AuBerdem mdglich sind CED,
ischdmische Colitis, Colonkarzinome, andere medikamentdse Ursachen,

nahrungsmittelassoziierte Diarrhoe oder das Reizdarmsyndrom [11].



1.1.1.6 Therapie

Reisinger et al. empfehlen, falls die Antibiose bei AAD weiterhin notwendig sein sollte, auf
ein Antibiotikum mit niedrigerem AAD-Risiko zu wechseln. Diese wiren etwa
Cotrimoxazol, Tetrazycline, Metronidazol oder Vancomycin [35].

Die Guideline fiir CDI der ESCMID gibt folgende Therapieempfehlungen: Bei erster
Episode einer CDI soll mittels Fidaxomicin 200mg zweimal téglich per os fiir 10 Tage
therapiert werden. Wenn Fidaxomicin nicht uneingeschrdnkt verfiigbar ist, kann eine
Risikostratifizierung durchgefiihrt werden. In diesem Fall sollte Fidaxomicin jenen
Patient*innen vorbehalten sein, die ein erhohtes Rezidivrisiko vorweisen (zum Beispiel
Alter > 65 Jahre, vorangegangener Krankenhausaufenthalt in den letzten drei Monaten, ein
zusitzliches Antibiotikum bekommend). Patient*innen, die kein erhohtes Rezidivrisiko
aufweisen, konnen im Falle mangelnder Verfiigbarkeit von Fidaxomicin als Zweitlinien-
Therapie Vancomycin 125mg vier Mal tiglich per os fiir 10 Tage einnehmen. Falls beide
oben genannten Antibiotika nicht verfligbar sind, kann Metronidazol 500mg drei Mal tiglich
per Os fiir 10 Tage herangezogen werden. Bei hohem Rezidivrisiko kann auBerdem
Bezlotoxumab, ein monoklonaler Antikorper gegen Toxin B des C. diff., eingesetzt werden
[8].

Liegt eine schwere CDI (siehe Kapitel 1.1.1.1) vor, kann Fidaxomicin oder Vancomycin in
oben genannten Dosierungen verwendet werden. Falls keine orale Aufnahme moglich ist,
konnen die Antibiotika {iber eine nasogastrale Sonde oder rektal verabreicht werden.
Zusétzlich kann Metronidazol oder Tigezyclin intravends verabreicht werden [8].

Beim ersten Rezidiv soll bei vorheriger Erstlinientherapie diese erneut verabreicht werden
und der monoklonale Antikdrper Bezlotoxumab zusétzlich verabreicht werden. Bei
vorheriger Zweitlinientherapie soll beim ersten Rezidiv die Erstlinientherapie verabreicht
werden. Bei allen weiteren Rezidiven ist eine Kombination aus der Erstlinien-Therapie mit
Bezlotoxumab und einer Stuhltransplantation (FMT; fecal microbiota transplantation)
indiziert. Wenn die Standardtherapieoptionen fiir die Therapie von Rezidiven nicht
verfliigbar sind, so kann auf das sogenannte ,taper and pulse” Therapieregime mit
Vancomycin gewechselt werden Die Einnahme erfolgt oral. Dabei wird 125mg vier Mal
taglich fiir zwei Wochen verabreicht. Danach folgt die Verabreichung von 125mg zwei Mal
taglich fiir eine Woche, anschlieend 125mg einmal tédglich fiir eine Woche. SchlieBlich
folgen 125mg jeden zweiten Tag fiir eine Woche und zuletzt werden 125mg jeden dritten

Tag fiir eine Woche eingenommen [8].



Initial CDI 1% recurrence > 2" recurrence

Standard of Care 1*  Fidaxomicin * SoC + Bezlotoxumab FMT
(SoC) 200 mg bid 10 days ~ ~ j
2" Vancomycin Fidaxomicin ** —> SoC +
125 mg qid 10 days ] 200 mg bid 10 days Bezlotoxumab
High risk of I**  Fidaxomicin **
recurrence** 200 mg bid 10 days
2 SoC +
Bezlotoxumab
Preferred options not Metronidazole Vancomycin Vancomycin
available 500 mg tid 10 days taper and pulse® taper and pulse’
Severe CDI Vancomycin or Fidaxomicin

Oral administration not possible: local delivery®® +/- adjunctive i.v.
metronidazole or i.v. tigecycline

Severe-complicated CDI & Vancomycin or Fidaxomicin

Refractory severe CDI Multidisciplinary approach with surgical consultation

Consider i.v. tigecycline and FMT when refractory

* Risk stratification for risk of recurrence may be applied for selective use of fidaxomicin in case of limited access of resources

**  Consider extended fidaxomicin: 200 mg bid on day 1-5. 200 mg q48h on day 7-25. Most important risk factor for recurrence is age>65-

70 years. Additional risk factor(s) to consider are healthcare-associated CDI, prior hospitalization < 3 months, prior CDI episode,
continued non-CDI antibiotic use, and PPI therapy started during/after CDI diagnosis. The risk of recurrence is assumed higher with
more risk factors present.
$
for 1 week.

s Rectal or nasoduodenal delivery

Vancomycin taper and pulse: 2 weeks 125 mg qid, followed by 1 week 125 mg bid, then 1 week 125 mg q48h, and finally 125 mg q72h

Tabelle 1: Therapie CDI (adaptiert nach van Prehn et al.[8])

Eine Ausnahme stellt die AAHC, ausgelost durch K. oxytoca, dar. Untersuchungen
empfehlen hierbei die Beendigung der auslosenden Antibiotikatherapie, ohne dass eine
andere Antibiotikatherapie eingeleitet wird, sowie Etablierung einer symptomatischen
Therapie. Wenn nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) gegeben wurden, sollte dies auch
beendet werden [7, 36].

1.1.1.7 Prognose
In der Regel sistiert die Diarrhoe 2-4 Tage nach Therapiebeginn, bei Metronidazol-

Einnahme kann das Ansprechen verzogert sein.

Rezidivierende Infektionen sind hdufiger bei Patient*innen tliber 65 Jahren, bei weiterer
antibiotischer Therapie und bei weiterer Hospitalisierung. Insgesamt treten Rezidive etwa in
15%-30% der Fille auf, wobei sie nach der Therapie mit Fidaxomicin seltener als nach
Vancomycin oder Metronidazol beobachtet werden.

Die Letalitit der CDI liegt aktuell bei knapp 7% und ist mit hoherem Alter steigend [18].
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1.2 Entziindungsmarker im Stuhl
Heutzutage stehen im klinischen Alltag mehrere inflammatorische Stuhlmarker zu

Verfligung. Die wichtigsten sind Calprotectin und Laktoferrin, wobei in Mitteleuropa primar
ersterer zur Anwendung kommt. Die Einsatzgebiete sind vielféltig und reichen von CED bis
zu kolorektalen Karzinomen. AuBlerdem gibt es viele Faktoren, die eine Auslenkung der
inflammatorischen Stuhlmarker verursachen konnen und die bei der Abnahme, Lagerung

und Verarbeitung des Probenmaterials beachtet werden miissen.

1.2.1 Calprotectin

Calprotectin gilt als wichtiger Entziindungsmarker im Stuhl und spielt in der vorliegenden
Forschung daher eine wesentliche Rolle. Deshalb soll in diesem Kapitel ein Uberblick iiber
diesen inflammatorischen  Stuhlmarker gegeben werden. Um  theoretisches
Hintergrundwissen zu erlangen, wird Calprotectin zuerst in seiner Entstehung, Biochemie
und Wirkung betrachtet. Da in der empirischen Arbeit Calprotectin zur Detektierung von
Entziindungen herangezogen wird, ist es wichtig an dieser Stelle den Messvorgang zu
beleuchten. Abschliefend werden Faktoren behandelt, die den Messwert beeinflussen

konnen und bei der Probengewinnung beriicksichtigt werden sollen.

1.2.1.1 Definition Calprotectin

Calprotectin ist ein Protein aus der S100-Gruppe. Es stammt grofiteils aus neutrophilen
Granulozyten und spielt eine Rolle in der angeborenen Immunantwort und hat dariiber
hinaus direkte antimikrobielle Eigenschaften. Das Protein kann in verschiedenen
Korperfliissigkeiten nachgewiesen werden, die Hohe korreliert mit dem Grad der
Entziindung. Es wird angenommen, dass die Konzentration von Calprotectin im Stuhl etwa
der 6-fachen Konzentration des Serums entspricht. In der Praxis wird der Marker zur
Feststellung bzw. Einschitzung des Grades von Entziindungen im Darm verwendet. Bei
CED wird der Marker fiir verschiedene Zwecke wie Diagnostik bzw. Priorisierung von

Endoskopien, Riickfallkontrolle und Therapieansprechen verwendet [37].

1.2.1.2 Entstehung

Ein Calprotectinanstieg beginnt grundsétzlich mit einer Entziindung der Darmschleimhaut.
Dies fiihrt zur Freisetzung von Zytokinen, welche die erworbene und angeborene
Immunantwort aktivieren. Als Teil der zelluldren, angeborenen Immunantwort wandern nun
neutrophile Granulozyten aus dem Blut ins Darmlumen ein. Diese produzieren und

sezernieren Calprotectin, wodurch die Entziindung weiter angeheizt wird, denn durch
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Chemotaxis werden weitere neutrophile Granulozyten angelockt und endotheliale
Adhésionsmolekiile flir neutrophile Granulozyten exprimiert [38].
Je nach Hohe des Calprotectins kann somit auf den Grad der Entziindung riickgeschlossen

werden [37].

1.2.1.3 Biochemische Grundlagen
Calprotectin ist ein kalziumbindendes S100-Leukozytenprotein und besteht aus den zwei

Monomeren S100A8 und S100A9, gemeinsam bilden sie ein Heterodimer [38].

1988 wurde Calprotectin erstmals benannt, wie Anderson et al. beschreiben. Schon damals
wurden die Bindung von Calcium und eine antimykotische Wirkung gegeniiber Candida
albicans beschrieben [39].

Calprotectin wird im Wesentlichen von neutrophilen Granulozyten exprimiert, jedoch wurde
auch eine Expression bei Monozyten, dendritischen Zellen, aktivierten Makrophagen, oralen
Keratinozyten und Plattenepithelzellen der Schleimhaut festgestellt. In neutrophilen
Granulozyten macht Calprotectin sogar 45% des Proteingehalts im Zytosol aus.

Die Expression von Calprotectin wird durch entziindliche Prozesse hervorgerufen.

An der Regulierung sind verschiedene Transkriptionsfaktoren, welche die Expression
positiv oder negativ beeinflussen, wie etwa API/PU, SATBI, HIF-1, AP1 oder auch BRCA1
beteiligt.

Konkret wird die Bildung von Calprotectin durch Bakterienantigene, aber auch durch
Entziindungsmediatoren wie Lipopolysaccharide, TNF-Alpha oder Interleukin 1-beta,
angekurbelt. Aber auch antiinflammatorische Stoffe wie IL-10 fiihren zu einer Expression
von S100A9 und somit zur Entstehung von Calprotectin [38].

Dariiber hinaus konnte eine Calprotectinerhohung nach Einnahme von bestimmten
Medikamenten, etwa bei der Einnahme von Glukokortikoiden oder Protonenpumpen
Inhibitoren (PPI) beziehungsweise bei Fehlen von Zink festgestellt werden.

Wesentlich fiir die intrazelluldre und extrazelluldre Funktion von Calprotectin ist die Bildung
von Heterodimeren und Heterotetrameren. Dafiir ist Ca2+ notwendig, da die Proteine
S100A8 und S100A9 iiber Bindungsstellen fiir Ca2+ verfiigen. Erst durch die Bildung von
Heterodimeren bzw. Heterotetrameren wird eine notwendige Widerstandsfahigkeit

gegeniiber Proteasen erreicht, wird vermutet [38].

1.2.1.4 Wirkung des Calprotectins

Calprotectin ist sowohl an intrazelluldren als auch an extrazelluldren Vorgingen wéhrend

einer Entziindungsreaktion beteiligt. Die intrazellulire Beteiligung betreffend werden

12



komplexe Vorginge diskutiert, wobei es sich um die Beeinflussung intrazelluldrer
Signalwege, Verdanderungen des Zytoskeletts und die Leukozytenrekrutierung handelt. [30]
Im Darmlumen hat Calprotectin auch eine direkte antimikrobielle Wirkung. Es kann
beispielweise Chelate mit essenziellen zweiwertigen Metallionen, etwa Zink, Eisen und

Kalzium, bilden, wodurch das Bakterienwachstum gehemmt wird [38].

1.2.1.5 Bestimmung/Messung

Im Jahr 1992 wurde die erste Calprotectinmessung von Reseth et al. beschrieben [40].
Damals wurde ein Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) verwendet und mit
Kaninchen-Antikdrpern gegen Calprotectin gearbeitet. Es waren 5g Stuhl notwendig,
welcher mittels Stabmixer homogenisert werden musste. AnschlieBend wurde die
Konzentration in mg/L angegeben. Erst nach einigen Jahren, im Jahr 2000 wurde ein
kommerzieller Test entwickelt, welcher nur noch 50-100mg Stuhl bendtigte und in einem
geschlossenen Rohrchen mit Einwegmaterialien durchgefiihrt werden konnte [41]. Hier
wurden die Ergebnisse in ug pro Gramm Stuhl angegeben und waren bereits 5-fach hoher
als beim ersten Test.

Mittlerweile gibt es eine Vielzahl an kommerziellen Tests zur Calprotectinbestimmung.
Obwohl alle Tests immunchemische Verfahren verwenden, bestehen Unterschiede bei den
verwendeten Antikorpern. Manche Tests verwenden polyklonale Antikdrper, andere
monoklonale Antikorper, welche an unterschiedlichen Epitopen des Calprotectins binden.
Auflerdem gibt es Point-of-care Tests, welche direkt am Krankenbett angewandt werden und
Tests, die fiir den Laborgebrauch gedacht sind. [29] Mittlerweile gibt es bereits Tests, welche
von zu Hause aus mittels immunchromatographischem Schnelltest und einer Smartphon-
Kamera ausgewertet werden konnen. Bello et al. beschiftigten sich mit diesen home-based-
Tests und fand eine gute Korrelation zu im Krankenhaus durchgefiihrten ELISA

Calprotectin-Bestimmungen [42].
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Measuring Measuring Range

Manufacturer o .
Principle (ug/g)

Eurospital Calprest ELISA 15,6-2000
Diasorin Calprotectin CLIA 5-8000
Buhlmann fCal ELISA 30-1800
Buhlmann fCal Turbo PETIA 20-8000
ThermoFisher EliA Calprotectin ~ FEIA 3,8-6000
Euroimmun Calprotectin ELISA 6,5-2100
Organtec Calprotectin ELISA 5,2-1000
Calpro Inc CalproLab ELISA 25-2500
Buhlmann Labs AG LFIA 30-300

Quantum Blue 100-1800
Buhlmann Labs AG IBDoc* LFIA 30-1000
Calpro Inc CalproSmart* LFIA 70-1500
Preventis GmbH LFIA Semiquantitative

PreventisID CalDetect
CLIA, Chemiluminescence immunoassay; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay;
FEIA, fluroe-nzyme immunoassay; LFIA, lateral flow chromatographic immunoassay;
PETIA, particle enhanced turbidimetric immunoassay.
* Can be used with dedicated smart phone application
Tabelle 2: verfiigbare fakale Calprotectin Tests zur (adaptiert nach Ayling et al. [37])

Man kann die verschiedenen Tests nur grob miteinander vergleichen, was von Whitehead et
al. untersucht wurde. Beim Vergleich von drei kommerziellen Tests war ein bis zu 3-facher
Unterschied in der Hohe des detektierten fidkalen Calprotectins festzustellen. Die Ergebnisse
der gleichen Testkits sind aber jedenfalls vergleichbar, wie eine kontrollierte Verdiinnung,
die lineare Ergebnisse brachte, in derselben Studie zeigte. AuBerdem zeigte die
Untersuchung, dass die drei verwendeten kommerziellen Test-Kits das fékale Calprotectin
eher unterschétzen (durchschnittlich 7,8% bis 28,1% unterschétzt) im Vergleich zur
manuellen Extraktionsmethode [43].

Die Griinde fiir die Varianz der unterschiedlichen Test-Kits konnten die verschieden
verwendeten Antikorper sein (monoklonal, polyklonal. rekombinant, nativ). Es wére also
notwendig, dass die Tests mit definierten Standardproben kalibriert werden [37].

Wihrend beim ersten entwickelten Calprotectintest noch ein viel hoherer Grenzwert vorlag,
wurde dieser mit der Weiterentwicklung und Steigerung der Genauigkeit von den meisten
Herstellern auf 50 pg /g Stuhl festgelegt. Eine Studie, die sechs verschiedene Testkits
verglich, zeigte fiir den Cut-off von 50 pg/g Stuhl eine Spezifitit von 58,4%-78,5% bei einer
Sensitivitdt von 100% [44].

Beim Grenzwert gilt es jedoch zu beachten, dass die Normwerte des Calprotectins bei
Alteren und auch bei Siuglingen nach oben hin abweichen [45, 46].

Bei dlteren Personen wird als Ursache tiber eine verdnderte Erndhrung und einen verdnderten
Lebensstil, sowie spezifische altersbedingte Verdnderungen der Entziindungszellen der

Magen-Darm-Mukosa diskutiert. AuBBerdem konnten Verdnderungen des Immunsystems
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eine Rolle spielen [37]. Die Konzentration des Calprotectins bei Sauglingen ist bis zu 10-
fach erhoht, wie Konikoff et al. in einem Review zusammengetragen haben [46]. Dazu
kursieren verschiedene Hypothesen. Eine Hypothese beschéftigt sich mit der bakteriellen
Ansiedelung im Darm und einer dadurch erhohten Aktivitdt des Immunsystems im Darm,
was zur Calprotectinerh6hung fiihren kdnnte. Eine weitere geht von einer erhohten Leckage
der intestinalen Wand aus, wodurch Calprotectin in den Stuhl gelangen und nicht in der
Mukosa akkumulieren konnte [37].

Eine neuere Kohortenstudie zeigte jedoch, dass die fakalen Calprotectinwerte ab dem
zweiten Lebensjahr in etwa stabil bleiben, verglichen mit den anderen Altersgruppen bis
zum 18. Lebensjahr. Bei dieser Untersuchung wurden die Indikationen fiir die Messung des
fakalen Calprotectins nicht erhoben, es ist also davon auszugehen, dass einige Patient*innen
CED hatten. Dies passt mit der Beobachtung zusammen, dass bei dlteren Jugendlichen der
Grenzwert (hier wurde 100 pg /g Stuhl verwendet) deutlich 6fter iiberschritten wurde. Ein
Erklarungsansatz, den die Autoren der Untersuchung vorlegen, konnte sein, dass dies mit
einer zunehmenden Inzidenz von CED in dieser Altersgruppe zu erkléren ist [47].

Bei dlteren Patient*innen sollte der Grenzwert jedenfalls ebenso angepasst werden, wie Joshi
et al. in einer Untersuchung herausgefunden haben. Hierbei wurden das Calprotectin 132
gesunder Patient*innen gemessen und ein statistisch analysierter Grenzwert errechnet.
Dieser betrug fiir iber 60-jdhrige Proband*innen < 112 pg /g.

In dieser Untersuchung wurde, im Gegensatz zur oben angefiihrten Kohortenstudie ein

erhohter Grenzwert fiir Kinder von 2-9 Jahren mit <166 ug /g empfohlen [48].

Die Quantifizierung von Calprotectin erfolgt meist mittels ELISA.

Die Bestimmung wird in diesem Testverfahren mithilfe von Antikérpern durchgefiihrt.
Zuerst wird die Substanz auf einer Mikrotitrierplatte durch unspezifische Bindung an der
Oberflache fixiert. Danach erfolgt die Inkubation mit einem spezifischen (priméren)
Antikorper, welcher an ein bestimmtes Epitop der Zielsubstanz bindet. Danach wird ein
sogenannter sekunddrer Antikorper hinzugegeben, welcher mit einem Indikatorenzym
gekoppelt ist. Danach kommt es zur Auswaschung der iiberschiissigen Reagenzien, sodass
die Enzymmenge mit der Menge der zu bestimmenden Substanz proportional ist. Im
Anschluss kann das Substrat des Indikatorenzymes hinzugegeben werden und durch

geeignete Enzymreaktion quantifiziert werden [49].
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1.2.1.6 Beeinflussung des Messwertes
Um einen moglichst aussagekriftigen und vergleichbaren Wert des fakalen Calprotectins zu

bekommen, sollten mehrere Faktoren beachtet werden. Diese werden im folgenden Kapitel
besprochen.

Der Zeitpunkt der Abnahme. Dass die Konzentration des fdkalen Calprotectins im Stuhl
relativ homogen ist, wurde bereits 1992 von Roseth et al. herausgefunden [40]. Man hat
jedoch festgestellt, dass die Hohe des fakalen Calprotectins einer tageszeitlichen
Schwankung unterliegt [50]. Lasson et al. haben herausgefunden, dass der mittlere
Variationskoeffizient bei seinen Proben innerhalb eines Tages bei 52% lag. Dies liegt daran,
dass die Konzentration des fakalen Calprotectins steigt, umso ldnger die Zeit zwischen den
einzelnen Stuhlgéngen betrdgt [50]. Man hat sich darauthin geeinigt, immer den ersten
Stuhlgang des Tages fiir die Messung des fikalen Calprotectins heran zu ziehen [51]. Man
hat jedoch andererseits herausgefunden, dass der morgendliche Stuhl nicht immer die
hochste Konzentration des fiakalen Calprotectins aufweist [52]. Die Griinde dafiir sind noch
nicht bekannt. Es wére diesbeziiglich empfehlenswert mehrere Messungen zu verschiedenen
Zeiten durchzufiihren, um eine mdglichst hohe Genauigkeit zu erzielen [53].

Es ist des Weiteren zu beachten, dass Trypsin Calprotectin abbaut. Besteht eine Lésion im
Bereich der proximalen Darmabschnitte, konnte es zu einer Verminderung des fikalen
Calprotectins kommen, da hierbei Calprotectin vermehrt Trypsin ausgesetzt wird. Bei
Patienten mit Pankreasinsuffizienz bzw. auch bei cystischer Fibrose konnte es zu hoheren
Werten kommen [54].

Lagerung. Urspriinglich wurde angenommen, dass Calprotectin bei Raumtemperatur bis zu
7 Tage lang stabil sei [40]. Dies wurde jedoch kiirzlich relativiert. Bei neueren
Untersuchungen wurde festgestellt, dass die Konzentration des fédkalen Calprotectins etwa
nach 7 Tagen bei Raumtemperatur im Mittelwert bis zu 46% zum Ausgangswert abnahm,
jedoch bei einer Referenzprobe, welche auf 4° C gekiihlt war, eine signifikant hohere
Calprotectinstabilitdt nachweisbar war [55]. Eine andere Untersuchung hat ergeben, dass die
fakale Calprotectin-Konzentration bei Raumtemperatur nach 3 Tagen stabil, nach 7 Tagen
jedoch signifikant abnahm (mittlere Abnahme von 28%). Bei der gleichen Untersuchung
konnte auch gezeigt werden, dass fékales Calprotectin bei -20° C bis zu einem Jahr stabil
bleibt und bis zu 4 Gefrierzyklen standhélt [56].

Es wurde also eine neuere Empfehlung definiert, die vorsieht, dass Calprotectin-Proben bei
Raumtemperatur nicht langer als 72h, bei 2-8°C nicht ldnger als 7 Tage autbewahrt werden

sollten [51].
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Woran sollte also in der praktischen Anwendung konkret gedacht werden?
- ersten Stuhl des Tages zur Probengewinnung verwenden
- sehr fliissige oder sehr harte Stuhlkonsistenzen fiir die Probengewinnung vermeiden
- Probenlagerung nicht ldnger als 72h bei Raumtemperatur
- fiir regelméBige Messungen des fikalen Calprotecins bei selben Patient*innen immer

den gleichen Test-Kit verwenden [51]

Es wurden im Laufe der letzten Jahre verschiedene Substanzen identifiziert, die eine
Verdnderung des fdkale Calprotectins hervorrufen konnen. Im Folgenden werden die
wichtigsten erldutert.

Nichtsteroidale Antirheumatika. Einige Untersuchungen beschiftigen sich mit dem
Einfluss von Nicht-steroidalen-Antirheumatika auf das fakale Calprotectin. Maiden et al.
konnten einen Anstieg beobachten, den er auf eine intestinale Inflammation bei kurzfristiger
Einnahme der NSAR zuriickfiihrte. Bei dieser Untersuchung wurden bei gesunden
Proband*innen eine fdkale Calprotectinmessung und eine Kapselendoskopie vor und nach
2-wochiger Einnahme eines NSAR (Diclofenac) durchgefiihrt. Neben Diclofenac bekamen
die Proband*innen zusdtzlich Omeprazol verabreicht. Nach 2-wdchiger Einnahme konnte
ein signifikanter Anstieg der fdakalen Calprotectinwerte festgestellt werden.
Wihrend vor der Verabreichung ein Median von 11 pg/g Stuhl gemessen worden war, stieg
der Median nach den 2 Wochen auf 82 pg/g Stuhl an. Bei 75% der Proband*innen wurde
aullerdem der iibliche Grenzwert iiberschritten und alle bis auf 4 Proband*innen zeigten
einen Anstieg der fdkalen Calprotectinwerte. Dieser ist wahrscheinlich durch
Mukosadefekte, welche durch die Medikamenteneinnahme ausgelost wurden, zu erkliren.
Denn es konnten mittels Kapselendoskopie in derselben Studie bei 68% der Proband*innen
pathologische Verdnderungen im Diinndarm — grofteils waren das Mukosadefekte — zwei
Wochen nach der Medikamenteneinnahme festgestellt werden, welche zuvor nicht
vorhanden waren. Zwischen den erhohten fiakalen Calprotectin Werten und den
makroskopischen Verdnderungen konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden. Dies konnte daran liegen, dass bei der Kapselendoskopie nicht alle
Léasionen im Diinndarm entdeckt wurden. AuBlerdem konnten Léasionen im Dickdarm
iibersehen worden sein, da dieser mittels Kapselendoskopie nur eingeschrénkt beurteilbar ist

[57].
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Bereits 1999 wurde von Tibble et al. bei Patient*innen, die langfristig NSAR einnehmen,
bei knapp der Hélfte der Fille eine erhohte fikale Calprotectin-Konzentration festgestellt.
Bei 20% waren die Werte sogar vergleichbar mit CED [58].

Wegen der moglichen Beeinflussung des Messwertes empfehlen Ricciuto et al., diese
entsprechenden Medikamente 2 Wochen vor einer Messung des fikalen Calprotectins
abzusetzen [59].

Protonenpumpeninhibitoren. Lundgren et al. veroffentlichten im Scandinavian Journal of
Gastroenterology eine Untersuchung, bei der herausgefunden wurde, dass auch bei PPI
Einnahme ein signifikant erhohter fikaler Calprotectin-Spiegel zu finden sein kann [60].
Uber die Ursachen dafiir gibt es verschiedene Ansitze. Der hohere pH-Wert im Magen bei
PPI-Einnahme kénnte zu einer bakteriellen Uberwucherung fiihren, woraufhin hohere fékale
Calprotectinwerte messbar sind. Mehrere Studien [61, 62] haben bereits gezeigt, dass PPI
das Bakterienwachstum im Darm fordern, was zu einer Reaktion von neutrophilen
Granulozyten fiihren konnte [60]. Es wire auch denkbar, dass schlichtweg der erhohte pH-
Wert im Magen und in weiterer Folge im restlichen GI-Trakt zu einem stabileren fakalen
Calprotectin fiihrt, wodurch letztendlich erhohte Werte messbar sind [60]. Eine Studie hat
gezeigt, dass die Anderung des PHs von 7,0 auf 8,0 zu einer erhdhten thermischen Stabilitiit
des fakalen Calprotectins fiihrt [63].

Blut. Auch Blutungen kdnnen ein diskret erhohtes fikales Calprotectin verursachen. In ,,The
Vampire Study* wurde darmgesunden Proband*innen Blut oral verabreicht. nach 300 ml
verabreichtem Blut waren die Hélfte der fakalen Calprotectin-Messungen iiber dem Cut-off
von 50 pg/g. Ein hoherer Wert von 250-300 pug/g, wie bei relevanten Darmentziindungen,
ist durch Blutungen jedoch selten zu erreichen [64].

Weitere. Es gibt eine lange Liste von Faktoren, die auBerdem ein erhohtes fikales
Calprotectin verursachen konnen und die es bei einem erhdhten Messwert zu beachten gilt.
Einige davon sind: Infektiose Diarrhoen, Magen-/Kolorektalkarzinome, Magen-
/Colonpolypen, Lebensmittelallergien, autoimmune Enteropathien, Divertikulitis,
eosinophile Gastroenteritis, mikroskopische Colitis, Zoliakie, peptische Ulzera,
gastrodsophagealer Reflux [59].

Die nachfolgende Tabelle von D" Amico et al. [65] zeigt, welche Faktoren bei ausgelenktem

fakalem Calprotectin in die Beurteilung miteinflieBen sollten.
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Range of FC

Gastrointestinal diseases increase
(ng/g)
Colorectal neoplasia 57-133
Colon polyps 1-117,7
Colonic diverticular disease <15-60
Bacterial and viral gastrointestinal infections  0-994
Gastrointestinal bleeding <20-429
Liver cirrhosis 21-357
Irritable bowel syndrome 16-294
Microscopic colitis 130-480
Proctitis after radiation therapy 50-270
Pouchitis 55-110
Medication
Non-steroidal anti-inflammatory drugs 5-520
Proton pump inhibitors 50-150
Lifestyle
Obesity 5-185
Physical inactivity 25-60
Other
Age <9 years 18-213
Age > 65 years 14-118
Bowel preparation for colonscopy 51-17379
Rheumatologic diseases 14-513
Perianal disease 207-1705
Stoma <150-1130

Abbreviation: FC, fecal calprotectin.

Tabelle 3: Faktoren fékale Calprotectinerh6hung (adaptiert nach D'Amico et al. [65])

Da jetzt ein Uberblick zum wahrscheinlich verbreitetsten inflammatorischen Stuhlmarker
Calprotectin gegeben ist, soll auf weitere inflammatorische Stuhlmarker eingegangen
werden. Der zweite bekanntere Marker dafiir ist Laktoferrin, welcher eine grof3e
Uberlappung mit Calprotectin im Bereich der Entstehung und auch der Verwendung

aufweist. Dennoch folgend ein kurzer Uberblick iiber Laktoferrin.

1.2.2 Laktoferrin

Laktoferrin ist, genauso wie Calprotectin, ein Protein, welches in neutrophilen Granulozyten
zu finden ist. Es wird bei Aktivierung und Degranulation durch diese freigesetzt. Es bindet
Eisenmolekiile, hat eine antimikrobielle Wirkung und ist gegeniiber Proteolyse bestindig
[66]. Die Menge des Laktoferrins, welches im Stuhl gemessen wird, korreliert mit der Starke
der Entziindung, daher wird es gerne fiir die Differenzierung zwischen CED und
Reizdarmsyndrom verwendet, weil bei letzterem keine Entziindung vorliegt.

Fikales Laktorferrin kann bei Patienten mit CED verwendet werden, um zwischen

unspezifischen Symptomen und einem Schub der chronischen Erkrankung zu differenzieren.
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Dariiber hinaus kann durch die Testung eingeschitzt werden, wie stark Patient*innen von
einer CED betroffen sind. Ist beispielsweise nur ein Teil des terminalen Ileums entziindet,
wird man niedrigere Laktoferrinspiegel messen konnen, als wenn etwa das ganze Colon
betroffen ist. Die Lokalisation kann allein mithilfe des fakalen Laktoferrins jedoch nicht
bestimmt werden [67].

Bei Patient*innen mit CED ist aulerdem ein Test bei asymptomatischen Patient*innen
moglich, da gezeigt wurde, dass fidkales Laktoferrin im Falle eines Schubes bei Colitis
ulcerosa ansteigt, bevor es zur Symptomauspragung kommt. Die Sensitivitit hierfiir lag
jedoch nur bei 67%. In der gleichen Studie wurde gezeigt, dass fikales Calprotectin einen
besseren Vorhersagewert (Sensitivitit 76%) hat als Laktoferrin [68].

Bei Laktoferrin kann bei einem Level unterhalb des Cut-offs von 7,25 pg/g Stuhl von dem
Fehlen einer Entziindung ausgegangen werden und bei gastrointestinalen Beschwerden
sollte vordergriindig an funktionelle Beschwerden gedacht werden. Bei sehr hohen
Laktoferrinwerten sollte jedenfalls eine weitere Abklarung erfolgen und bei Werten im
Bereich des Cut-offs muss subjektiv abgewogen werden oder eine weitere Testung im
Verlauf erfolgen [67].

Bei Kindern ist die Testung besonders hilfreich, da durch diesen nicht-invasiven Test eine
gute Aussage liber Entziindungsaktivitit gemacht werden kann. Es ist besonders wichtig eine
CED friih zu detektieren, da die medikamentdse Therapie im Anfangsstadium besser wirkt.
Um keine CED, vor allem bei kleinen Kindern zu iibersehen, ist dieser Test folglich sehr
sinnvoll [67].

Bei einer weiteren Gruppe, den Schwangeren, kann die fiakale Laktoferrinbestimmung
sinnvoll sein. Zum einen, weil wihrend der Schwangerschaft manche
Entziindungsparameter wie die Blutsenkungsgeschwindigkeit erhoht sein konnen, wihrend
aber keine zugrundeliegende Entziindung besteht. Zum anderen auch, weil bei Schwangeren
die Koloskopie gerne vermieden wird, um Risiken durch die Sedierung und eine mogliche
Dehydratation durch die Darmvorbereitung zu vermeiden.

In der Behandlung und im Management von CED besteht fiir die fdkale Laktoferrintestung
grofles Potenzial. Man konnte etwa Patient*innen, die eine routinemifBige koloskopische
Verlaufskontrolle nach 6-12 Monaten ablehnen, alternativ eine Laktoferrintestung anbieten,
um das Therapieansprechen und den Krankheitsverlauf beurteilen zu kénnen. Vor allem
wenn Patient*innen eine koloskopische Verlaufskontrolle aus Zeit- oder Kostengriinden,

speziell in Lindern mit schlechterer Krankenversicherung, ablehnen, wire die fikale

20



Testung eine gute Alternative. Aullerdem konnte schon frither getestet werden, ob die
Therapie zu einem Ansprechen fiihrt und diese eventuell angepasst wird [67].

Neben diesen Uberlegungen sollte nicht vergessen werden, dass in die Therapieentscheidung
bei CED viele unterschiedliche Parameter, sowie diverse Mdglichkeiten der Bildgebung
einflieBen [6].

AuBerdem gibt es Hinweise, dass die klinischen Symptome von Patient*innen nicht immer
mit den endoskopischen Untersuchungsergebnissen korrelieren. Man konnte dafiir
Laktoferrintests verwenden, um eine Krankheitsveranderung zu objektivieren.

Abraham betont jedoch, dass Koloskopien, wie sie speziell bei CED zur Krebsvorsorge
durchgefiihrt werden, jedenfalls nicht durch andere Tests ersetzt werden sollten [67]. Dieses
Statement wird ebenfalls durch die Guidelines der Europdischen Crohn und Colitis
Organisation (ECCO — European Crohn’s and Colitis Organisation) betont [69].
Laktoferrin versus Calprotectin. Es wurde bereits mehrfach untersucht, ob Calprotectin
oder Laktoferrin Vorteile beziiglich diagnostischer Genauigkeit bieten. D’Inca et al. fanden
heraus, dass Calprotectin und Laktoferrin eine etwa gleich gute diagnostische Genauigkeit
haben, um eine Aktivitdt von CED zu detektieren. Aulerdem fand die Studie heraus, dass
beide Marker gut mit entziindlicher Aktivitit korrelieren diirften, wenn untere
gastrointestinale Beschwerden wie abdominelle Schmerzen, verdnderte Stuhlgewohnheiten
oder Blut im Stuhl vorliegen. Es kann damit auch gut die Krankheitsaktivitdt bei bekannter
CED iiberpriift werden. Die Sensitivitit iiber beide Gruppen (untere GI-Symptome und
CED-Aktivitét) belief sich bei beiden Markern auf etwa 80%, die Spezifitit auf etwa 85%,
somit sind die beiden Marker als gleichwertig zu sehen [70].

Es ergeben sich einige Nachteile der fikalen Laktoferrintestung.

Sauglinge, die gestillt werden, haben mdglicherweise falsch positive Laktoferrinwerte, da
die Muttermilch Laktoferrin enthalt [67].

Ein Blick in die ,Richtlinien zum Laborkatalog 2022 der 0sterreichischen
Gesundheitskasse zeigt jedoch, dass nur die Bestimmung von Calprotectin im Stuhl
honoriert wird, nicht jedoch die Bestimmung von Laktoferrin im Stuhl [71].

Die Bestimmung des Laktoferrins erfolgt ebenfalls mittels ELISA-Methode (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assays) [72] und die Stuhlproben kénnen vor der Bestimmung
einige Tage bei Raumtemperatur gelagert werden. Im gekiihlten Zustand, bleibt das
Laktoferrin sogar ldnger stabil [67].
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Neben Laktoferrin und Calprotectin, welche als die bekannteren inflammatorischen
Stuhlmarker angenommen werden konnen, existieren noch weitere, teils experimentell

verwendete inflammatorische Stuhlmarker. Einige davon sollen kurz erldutert werden.

1.2.3 Andere inflammatorische Stuhlmarker
Neben dem fikalen Calprotectin und fékalen Laktoferrin lassen sich diverse andere

Entziindungsmarker im Stuhl unterscheiden, welche als Produkte von Leukozyten
zusammengefasst werden konnen.

Darunter fallen Lysozym im Stuhl, PMN-Elastase, Humanes Neutrophilen Lipocalin (HNL)
oder Myeloperoxidase.

Die Marker konnten entweder keine eindeutige Korrelation mit der Krankheitsaktivitét bei
CED zeigen, waren zu unspezifisch oder es waren trotz einiger vielversprechender
Ergebnisse weitere Untersuchungen notwendig [73].

Ein weiterer inflammatorischer Stuhlmarker ist das al-Antitrypsin. Dieses ist ein Protease-
Inhibitor, welcher in der Leber, in Makrophagen und im intestinalen Epithel gebildet wird.
Normalerweise ist al-Antitrypsin im Serum zu finden, bei einer Vielfalt an
Darmerkrankungen ist jedoch ein erhohter Wert im Stuhl messbar. Dies ist dadurch
begriindet, dass es hierbei zu einer erhohten intestinalen Permeabilitit kommt und ein
erhohter intestinaler Proteinverlust stattfindet.

In einigen Bereichen zeigt das al-Antitrypsin gute Ergebnisse, so ist etwa ein erhohter Wert
bei aktiven Morbus Crohn Erkrankungen messbar [74].

Wenn die al-Antitrypsin-Clearence berechnet wird, so ist dies laut einer Studie ein guter
Indikator fiir einen Krankheitsriickfall innerhalb der néchsten 6 Monate bei Morbus Crohn.
Es ergab sich ein positiver Vorhersagewert von 50% und ein negativer Vorhersagewert von
94% fiir einen Riickfall innerhalb der ndchsten 6 Monate. Allerdings ist fiir diese
Berechnung eine 24 Stunden Stuhlprobe, sowie ein Serum ol-Antitrypsin notwendig, was
die Bestimmung aufwendig macht [75].

Insgesamt herrscht beziiglich der ausgefalleneren inflammatorischen Stuhlmarker,
abgesehen von fakalem Calprotectin und fédkalem Laktoferrin noch Unklarheit, auch wenn
diese in Zukunft in speziellen Fragestellungen Entziindungen im Darm betreffend hilfreich
sein konnten [73].

Es gibt also eine Vielzahl an inflammatorischen Stuhlmarkern, manche werden
experimentell, manche bereits im klinischen Alltag verwendet. In der vorliegenden Arbeit

soll der Fokus jedoch auf fdkalem Calprotectin liegen. Dieses ist in unseren Breiten bereits
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im klinischen Alltag angekommen, es gibt verschiedene verfligbare Test-Kits und die
Studienlage dazu ist umfangreich. Im Folgenden erfolgt die Charakterisierung des fékalen

Calprotectins bei unterschiedlichen Erkrankungen und Fragestellungen.

1.2.4 Klinische Rolle bei Darmerkrankungen neben der AAD
Das folgende Kapitel beschiftigt sich somit mit der CDI, die nach Antibiotikaeinnahme eine

gefiirchtete Komplikation darstellt. AuBerdem wird der Stellenwert des fékalen
Calprotectins bei den CED erldutert, wohl eines der ersten und wichtigsten
Anwendungsgebiete  fiakalen  Calprotectins. Auch bei anderen, infektisen
Darmentziindungen hat fékales Calprotectin einen Stellenwert und auch beim kolorektalen
Karzinom gilt es diesen Entziindungsmarker zu beachten.

Sogar bei einer Infektion mit SARS-CoV-2 sind Auslenkungen das fikalen Calprotectins

messbar, auch auf diese soll ndher eingegangen werden.

1.2.4.1 Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn

Diese beiden hiaufigen Krankheitsbilder sind typischerweise mit einer Calprotectinerhdhung
im Stuhl vergesellschaftet. Einen hohen Stellenwert hat der Entziindungsmarker hierbei auch
zur Verlaufskontrolle der Erkrankung. Im Weiteren sollen beide Krankheitsbilder néher
erldutert und auch herausgearbeitet werden, welche Rolle die Entziindungsmarker im Stuhl
bei diesen Erkrankungen spielen.

Epidemiologie. Die CED sind weltweit verbreitet, es ist jedoch eine Haufung in der
westlichen Welt und bei zunehmendem Lebensstandard zu finden. Die Krankheitsgruppe hat
eine Pravalenz von 1:1500 und tritt somit relativ haufig auf. Es sind Ménner sowie Frauen
etwa gleich haufig betroffen. Morbus Crohn (MC) tritt in der Regel friiher, Erstmanifestation
meist zwischen 15 und 34 Jahren, und die Colitis Ulcerosa (CU) etwas spéter mit einem
Erkrankungsgipfel zwischen 30 und 50 Jahren auf. In etwa 10% der Fille kann keine
Differenzierung innerhalb der Gruppe der CED gemacht werden, weshalb hier die Diagnose
der undeterminierten Colitis gestellt wird [76].

Symptomatik. Gemeinsam hat diese Krankheitsgruppe die Symptome Diarrhoe, rektale
Blutung und Bauchschmerzen. Im Vergleich zum Morbus Crohn, der im gesamten
Gastrointestinaltrakt auftreten kann, findet sich die Colitis Ulcerosa ausschlief3lich im Colon,
kontinuierlich vom Rektum ausbreitend. Wéahrend bei CU die blutig-schleimige Diarrhoe als
Leitsymptom beschrieben wird, sind die Leitsymptome bei MC Bauchschmerzen und
Diarrhoe. Blutungen sind hingegen deutlich seltener als bei der CU. Die Schmerzen sind

eher im rechten unteren Quadranten lokalisiert, dies entspricht der am haufigsten befallenen
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Ileocoecalregion. Bei CU bestehen ebenfalls meist Bauchschmerzen, jedoch héufig
linksseitig gelegen [6, 76].

Komplikationen. Beim MC stehen Fistelbildungen, Stenosen und anorektale Abszesse im
Vordergrund. Bei der CU sind mogliche Komplikationen Wachstumsstorungen im
Kindesalter, massive Blutungen, das toxische Megalcolon und das Risiko fiir kolorektale
Karzinome. Gemeinsam haben beide Krankheiten die extraintestinalen Manifestationen wie
etwa Arthritis, Iritis, Uveitis, Erythema nodosum, Fettleber oder primir sklerosierende
Cholangitis [77].

Laktoferrin/Calprotectin. Die inflammatorischen Stuhlmarker Laktoferrin und
Calprotectin sind in der Regel gute Marker, ob eine Entziindung im Darm vorliegt.
Laktoferrin ist hierbei hochspezifisch und hochsensitiv fiir das Vorliegen einer Entziindung,
wobei die Calprotectinkonzentration im Stuhl gut mit der entziindlichen Aktivitit korreliert.
Genauso lassen sich durch die Konzentration des Calprotectins Riickschliisse auf die
Prognose hinsichtlich Rezidiven und dem Risiko einer Pouchitis ziehen [18].

Fékales Calprotectin kann bei manifester Erkrankung vielfiltig eingesetzt werden: Neben
Krankheitsaktivitit als Marker fiir Schleimhautheilung, als Prédikator fiir einen Riickfall
oder zur frithzeitigen Erkennung eines postoperativen Riickfalls, aber auch zur
Entscheidungshilfe bei der Beendigung einer Behandlung [78].

Krankheitsaktivitit. Es wurde herausgefunden, dass das fidkale Calprotectin mit der
endoskopischen und histologischen Aktivitdt gut korreliert [78]. In einer Metaanalyse
wurden die Daten von 727 Patient*innen mit MC und 744 Patient*innen mit CU
eingeschlossen und beziiglich der diagnostischen Genauigkeit fiir eine aktive CED oder eine
CED in Remission in Abhéngigkeit von verschiedenen Cut-offs ausgewertet. Hier zeigten
sich die besten Ergebnisse zur Uberwachung der Krankheitsaktivitiit bei einem Cut-off von
250 pg/g mit einer Spezifitit von 82% und einer Sensitivitit von 80%. Dieser Cut-off konnte
also herangezogen werden, um eine Therapieeskalation durchzufiihren. Die Autoren weisen
jedoch darauf hin, dass hierbei 18% der Patient*innen falsch positive Werte zeigen wiirden
und ein Overtreatment erhalten wiirden, jedoch 20% der Krankheitsriickfélle nicht sofort
erkannt werden wiirden und sich derselben Behandlung verzdgern wiirde [79].
Therapiedeeskalation. Louis et al. haben in einer Untersuchung verschiedene
Risikofaktoren ausgemacht, die fiir einen Riickfall bei Morbus Crohn sprechen kdnnten.
Darunter findet sich unter anderem eine fakale Calprotectin-Baseline von > 300 pg/g. Mit
der Beachtung dieses Risikofaktors in Zusammenschau mit anderen klinischen Faktoren

konnten Patient*innen ausgemacht werden, die ein geringes Risiko fiir einen Riickfall haben
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und somit in ihrer Therapie deeskaliert werden konnten, so wére etwa eine Einsparung der

Therapie mit monoklonalen Antikdrpern moglich [80].

1.2.4.2 Funktionelle Darmbeschwerden vs. chronisch entziindliche
Darmerkrankungen

Funktionelle Darmbeschwerden sind mit einer Pravalenz von 11,2% héufig [81]. Aufgrund
der Symptomatik ist eine Differenzierung zwischen funktionellen Darmbeschwerden und
CED oft nicht moglich, weshalb diagnostische Tests notwendig sind. Der Gold-Standard,
die Endoskopie, ist unangenehm, benétigt Ressourcen und kann Komplikationen
verursachen und somit die Morbiditidt erhéhen. Es ist also von Vorteil einen leicht
verfligbaren, nicht-invasiven diagnostischen Test zu haben [37]. Es eignet sich also sowohl
die Laktoferrin- als auch die Calprotectinbestimmung zur Differenzierung der CED von
funktionellen Darmerkrankungen, bei denen kein pathologisches Korrelat gefunden werden
kann [18, 82].

Zur Differenzierung zwischen IBS (irritable bowel syndrom = funktionelle
Darmbeschwerden) und IBD (inflammatory bowel disease = CED) wurden mehrere
Metaanalysen ausgewertet. Untersuchungen von van RheeNan et al. zur fikalen
Calprotectinbestimmung bei Verdacht auf eine CED haben fiir die Diagnose mittels fakalem
Calprotectin eine Sensitivitdt von 93% und eine Spezifitit von 96% bei Erwachsenen und
eine Sensitivitdt von 92% und eine Spezifitit von 76% bei Kindern ergeben. (Cut-off
50pug/g). Der Autor rechnet vor, dass somit 67% der Koloskopien bei Erwachsenen
eingespart werden konnten. Die Diagnose einer CED wiirde dann jedoch bei 6% der
Erwachsenen wegen eines falsch negativen fiakalen Calprotectin-Tests {ibersehen werden
und konnte erst verspétet gestellt werden.

Wird fékales Calprotectin bei Patienten mit unklarer GI-Symptomatik bestimmt, kann bei
negativen Werten davon ausgegangen werden, dass keine relevante entziindliche
gastrointestinale Pathologie vorliegt. Ein hohes fdkales Calprotectin hat jedoch eine hohe
Sensititvitidt flir CED und fiihrt tiblicherweise zur Durchfiihrung einer endoskopischen

Untersuchung zur Diagnosesicherung [83].

1.2.4.3 Mikroskopische Colitis

Zum Nutzen von inflammatorischen Stuhlmarkern bei mikroskopischer Colitis wurden bis
dato nur wenige Studien durchgefiihrt [66]. Limburg et al. haben 11 Patient*innen mit
mikroskopischer Colitis (ebenso waren Patient*innen mit kollagener Colitis, als Unterform

der mikroskopischen Colitis inkludiert) untersucht und ein fdkales Calprotectin von
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durchschnittlich 226 pg/g Stuhl nachweisen konnen. Dies war im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne intestinale Inflammation hoher, jedoch im Vergleich zur Gruppe mit
CED ein deutlich niedrigerer Durchschnitt (Median 1722ug/g Stuhl) [84].

Eine groBere Studie wurde mit Patient*innen, die an einer kollagenen Colitis leiden,
gemacht. Hierbei verglichen Wildt et al. die Ergebnisse der fakalen Calprotectinmessung bei
aktiven Krankheitsschiiben und bei kollagener Colitis in Remission bei denselben
Patient*innen. Bei aktiver Erkrankung waren die Werte mit durchschnittlich 80 pg/g Stuhl
signifikant hoher als bei in Remission befindlicher mikroskopischer Colitis (26ug/g Stuhl,
P=0,25). In der Kontrollgruppe bei Patient*innen ohne mikroskopische Colitis war der
durchschnittliche gemessene fikale Calprotectinwert deutlich niedriger mit 6,25ug/g Stuhl
P=0,002). Limitierend sei gesagt, dass bei 8 der 21 Patient*innen mit aktiver kollagener
Colitis keine erhohten fakalen Calprotectinspiegel (Cut-off 50ug/g Stuhl) gezeigt werden
konnten. Dies entspricht 38% und ldsst somit keine verldsslichen Riickschliisse durch
Calprotectinmessung auf die Krankheitsaktivitit von kollagener Colitis zu. Laktoferrin
diirfte in dieser Hinsicht auch ungeeignet sein, denn es wurde nur bei 1 der 21 Patienten ein
erhohter Laktoferrinspiegel festgestellt. Eine mogliche Erklarung fiir die Diskrepanz konnte
sein, dass bei der kollagenen Colitis weniger neutrophile Granulozyten vorhanden sind,
welche Laktoferrin sezernieren konnten. Das gemessene fdkale Calprotectin kdnnte

hingegen auch von Monozyten/Makrophagen stammen [85].

1.2.4.4 Infektiose Durchfallerkrankungen
Kim et al. untersuchten 80 ein- bis 18-jdhrige Kinder und Jugendliche, die eine

Gastroenteritis hatten. Man differenzierte zwischen viralen Erregern, meist Norovirus und
bakteriellen Erregern, meist Clostridioides perfringens. Es konnte ein signifikanter
Unterschied in der Hohe des fakales Calprotectins festgestellt werden. Wahrend der Median
des fakalen Calprotectins bei viralen Erregern bei 560 pg/g [interquartile range: IQR, 60-
669 ng/g] lag, fand sich ein Median von 985 pg/g [IQR, 272-1984 ng/g] bei bakteriellen
Erregern [86].

Eine andere Studie differenzierte genauer zwischen den Erregern. Sie wurde ebenfalls bei
Kindern mit Gastroenteritis im Alter zwischen 3 Monaten und 10 Jahren durchgefiihrt. Ein
hoher fékaler Calprotectinwert konnte bei Salmonelleninfektionen (Median und Range 765
[252—-1246] pg/g) oder Campylobacter Infektionen (Median und Range 689 [307-1046]
ug/g) gefunden werden. Deutlich niedriger waren die fdkalen Calprotectinwerte bei

Rotavirus Infektionen (Median und Range 89 [11-426] ng/g), Norovirus Infektionen
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(Median und Range 93 [25—405] ng/g) oder Adenovirus Infektionen (Median und Range 95
[65-224] pg/g). AuBerdem korrelierte in dieser Untersuchung der fékale Calprotectinwert
mit der Schwere der Infektion. Eine schwere (Median und Range 843 [284—1246] ng/g) oder
moderate (Median und Range 402 [71-995] pg/g) Infektion wies einen signifikant hoheren
fakalen Calprotectinwert im Vergleich zu milden Infektionen (Median und Range 87 [11—
438]ug/g) auf [87].

1.2.4.5 Kolorektales Karzinom
In einer Studie aus dem Jahr 2011 wurde gezeigt, dass in Biopsie-Priparaten im Bereich von

Adenomen und kolorektalen Karzinomen eine erhohte Expression von Calprotectin zu
finden ist. Mittels Immunhistochemie konnte dargestellt werden, dass die Erhohung
hauptséchlich mit Granulozyten und Makrophagen assoziiert sein diirfte [88].

Es konnte daraus schlussgefolgert werden, dass bei Neoplasien eine Entziindungsreaktion
vorherrscht, welche, neben der erhohten Expression von Calprotectin im Gewebe, auch
einen fakalen Calprotectin-Anstieg auslost.

Eine Meta-Analyse aus dem Jahr 2007 hat lediglich eine nicht-signifikante Erhohung
(P=0,18) des Calprotectinspiegels im Vergleich von Patient*innen mit kolorektalem
Karzinom und gesunden Proband*innen gefunden. Daraus wurde schlussgefolgert, dass
fakales Calprotectin kein geeignetes Screening-Instrument fiir das kolorektale Karzinom in
der Gesamtbevolkerung darstellt [89].

Zwei neuere Studien untersuchten die diagnostische Aussagekraft von fikalem Calprotectin
bei Patient*innen mit und ohne kolorektalem Karzinom mit dem iiblichen Cut-off von
50pg/g. Eine Untersuchung zeigte einen Median von 227 pg/g [IQR 94,5 - 496 pg/g] fir
Patient*innen, welche an einem kolorektalen Karzinom erkrankt waren. Die Studie hatte 654
Proband*innen, wobei letztlich 39 an einem kolorektalen Karzinom erkrankt waren. Die
Untersuchung konnte auBerdem einen guten negativen Vorhersagewert von 98,6% [90], eine
andere Studie 98,2% [91] zeigen. In der Interpretation der Zahlen sollte bedacht werden,
dass eine geringe Inzidenz einen félschlicherweise hohen negativen Vorhersagewert
verursachen konnte.

Fékales Calprotectin hat somit nicht nur bei jungen Patient*innen im Bereich der CED einen
Stellenwert zur Risikostratifizierung, sondern es kann auch bei allen Patient*innen mit
Symptomen des unteren Gastrointestinaltraktes zur Risikostratifizierung herangezogen

werden. Dies konnte helfen iiberfliissige Endoskopien zu reduzieren [37].
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Frithere Studien hatten bereits erhohte fikale Calprotectinspiegel bei Osophagus- und
Magenkarzinomen festgestellt. Auch wenn es derzeit noch zu wenig Daten fiir die
diagnostische Verwendung von fikalem Calprotectin in diesem Bereich gibt, sollte auf
Tumoren des oberen GI-Traktes, insbesondere bei erhdhten fiakalen Calprotectinspiegeln,

jedoch unauffilliger Koloskopie nicht vergessen werden [37].

1.2.4.6 SARS-CoV-2

Effenberger et al. haben gezeigt, dass es bei einer Sars-CoV-2 Infektion unter gewissen
Umstidnden zu erhohten fikalen Calprotectinwerten kommt. Eine Erh6éhung konnte bei
Patient*innen mit Covid-19 und akuter Diarrhoe mit einem Wert von 123,2 (+58.8) ng /g
gezeigt werden. Bei Covid-19 Patient*innen mit stattgehabter Diarrhoe, welche bereits
mindestens 48 Std. sistiert war, konnte lediglich ein Durchschnittswert von 37.2 (£14.4) ug
/g gezeigt werden. Die Erhohung konnte durch einen Tropismus des Virus im Darm
begriindet sein, wodurch es zur Bindung an Epithelzellen des Darms kommt und in weiterer
Folge Entziindungsellen, unter anderem neutrophile Granulozyten oder Makrophagen,

welche bekanntlich Calprotectin sezernieren kdnnen, angelockt werden [92].
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2 Material und Methoden

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll vorhandene Literatur auf den Einfluss von Antibiotika-
Einnahme auf Marker der Inflammation im Stuhl am Beispiel von fidkalem Calprotectin
durchsucht werden. Hierzu wird eine systematische Literaturrecherche durchgefiihrt.
Vorneweg sollen die Forschungsfragen definiert werden:

Welche Rolle spielt die fikale Calprotectinbestimmung bei der AAD?

Welche Rolle spielt die fikale Calprotectinbestimmung nach Antibiotikaeinnahme ohne

Diarrhoe?

Die Datenaquirierung fiir die Literatursuche wird mithilfe der Meta-Datenbank ,,Pubmed*
durchgefiihrt. Als Suchbegriffe werden folgende Stichworte verwendet:

e (Calprotectin) AND ((CDI) OR (Clostridioides Difficile Infection) OR (Clostridium

Difficile Infection))

e (Calprotectin) AND (antibiotic associated diarrhea)

e (Calprotectin) AND (antibiotic associated colitis)

e (Calprotectin) AND (Klebsiella oxytoca)

e (Calprotectin) AND (non CDI)

e (Calprotectin) AND (antibiotics).
Hierdurch ergeben sich 351 Treffer. Durch Hinzufligen von Titeln mittels Durchsicht von
Quellen der gefunden Artikel ergibt sich ein weiterer Titel. Nach Entfernung der Duplikate
und Durchsicht der Ergebnisse werden jene Arbeiten, die keinen Themenbezug aufwiesen
aussortiert, wodurch 24 Titel iibrig bleiben. Von den verbliebenen Titeln wird mittels
Volltext-Screenings drei Arbeiten ausgeschlossen, da es sich hierbei um Reviews handelt
oder keine Relevanz festgestellt wird. Letztlich stellen sich 21 Arbeiten als geeignet zur

qualitativen Analyse dar.
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Durchsuchen der
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Duplikate und —

Abstracts und des —

ausgeschlossen (n = 328)

ausgeschlossen (n = 3)

Qualitative Analyse (n =21)

Abbildung 1: Vorgehensweise bei der Literatursuche (eigene Darstellung)
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3 Ergebnisse

Die nach dem oben genannten Schema gefundenen 21 Arbeiten werden hier nun tabellarisch
dargestellt, ndher beschrieben, inhaltlich analysiert und miteinander verglichen. Die
dargestellten Arbeiten wurden zwischen 2014 und 2023 publiziert. Inhaltlich lassen sie sich
in 9 verschiedene Themengebiete kategorisieren:

e (alprotectin bei CDI vs. non-CDI AAD

e Calprotectin bei CDI vs. non-CDI Diarrhoe

e Calprotectin bei CDI vs. Kolonisation

e Calprotectin und CDI-Komplikationen

e Calprotectin und CDI-Schweregrade

e Calprotectin bei CDI Toxin pos. vs. CDI Toxin neg.

e Calprotectin und Therapieansprechen

e Calprotectin bei CDI-Riickfillen

e Calprotectin und Korrelation zum Tod

Das Studiendesign wird bei 16 Studien in Form einer Kohortenstudie durchgefiihrt, bei fiinf
Arbeiten liegen Fall-Kontroll-Studien vor. In 13 Untersuchungen erfolgt die quantitative
Calprotectinbestimmung mittels ELISA-Verfahren, andere Verfahren sind Lateral-Flow-
Tests, Fluoreszenz-Enzym-Immunoassay (FEIA), EIA-Verfahren und
Chemolumineszenzimmunoassay (CLIA). Bei einer Studie kann das Testverfahren nicht

recherchiert werden, da kein Zugang zu den ,,supplementary methods* verfiigbar ist.

31



Autor*innen Inhalt Studiendesign Testkit

A. Gallo et al. 2018 [93] Calprotectin bei CDI- Kohortenstudie | ELISA,; Calprest kit,
Riickfillen Eurospital SpA
Calprotectin
und Therapieansprechen
Calprotectin Korrelation zum
Tod

A. Gallo et al. 2020 [94] Calprotectin Kohortenstudie | ELISA; Calprest kit,

und Therapieansprechen (FMT)

Eurospital SpA

Barbut et al. 2017 [95]

CDI tox. pos. vs. CDI tox. neg.

CDI vs. non-CDI Diarrhoe

Fall-Kontroll-
Studie

lateral flow assays, Quantum
Blue, BiihImann

Darkoh et al. 2014 [96] CDI vs. non-CDI AAD Kohortenstudie | ELISA; HK325 Human
Calprotectin  ELISA  Kit,
Hycult Biotech
Fernandez et al. 2023 [97] Calprotectin bei CDI- Kohortenstudie | ELISA; Biithlmann fCAL®
Riickfillen ELISA, Biihlmann
Calprotectin und CDI-
Schweregrad
Han et al. 2020 [98] CDI vs. Kolonisation Kohortenstudie | FEIA; EliA calprotectin,

Thermo Fisher Scientific

Hanania et al. 2016 [99]

Calprotectin und CDI-
Schweregrad

CDI vs. non-CDI AAD

Fall-Kontroll-
Studie

ELISA; Calprotectin ELISA
assay kit, Eagle Biosciences

He et al 2018 [100]

CDI vs. non-CDI Diarrhoe

CDI tox. Pos. vs. CDI tox. neg.

Calprotectin und CDI-
Schweregrad

Fall-Kontroll-
Studie

ELISA; Phical Test, Calpro
AS

Hibbard et al. 2019 [101]

Calprotectin und
Therapieansprechen (FMT)

Kohortenstudie

ELISA; Calprotectin ELISA
assay kit, Eagle Biosciences

Jieun et al. 2017 [102] Calprotectin und CDI- Fall-Kontroll- | ELISA; Calprotectin
Schweregrad Studie Bithlmann ELISA,
Bithlmann
Kelly et al. 2020 [103] CDI vs. Kolonisation Kohortenstudie | ELISA; Biihimann fCAL®
CDI vs. non-CDI Diarrhoe ELISA, Bithlmann
M. Drézdz et al. 2019 [104] | Calprotectin und CDI- Kohortenstudie | EIA; Ridascreen
Schweregrad Calprotectin, R-Biopharm
Nicholson et al. 2017 [105] Calprotectin bei CDI- Kohortenstudie | ELISA; Calprotectin ELISA
Riickfillen assay kit, Eagle Biosciences
Peretz et al. 2016 [106] Calprotectin und CDI- Fall-Kontroll- | CLIA; Liaison Calprotectin
Schweregrad Studie Stool, Saluggia
Popiel et al. 2015 [107] CDI vs. non-CDI Diarrhoe Kohortenstudie | lateral flow assays, Quantum
Blue, Biihlmann
Rao et al. 2016 [108] Calprotectin und CDI- Kohortenstudie | lateral flow assays, Quantum
Komplikationen Blue, Bithlmann
Calprotectin bei CDI-
Riickfallen
Calprotectin und CDI-
Schweregrad
Suarez Carantofia et al. 2021 | CDI vs. Kolonisation Kohortenstudie | EIA, Calprotectina Blister,
[109] Vircell lab
Swale et al. 2014 [110] CDI vs. non-CDI AAD Kohortenstudie | ELISA; Phical Test, Calpro
Calprotectin und CDI- AS
Schweregrad
Calprotectin bei CDI-
Riickfillen

Calprotectin Korrelation zum
Tod
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Vazquez-Cuesta et al. 2023 | Calprotectin bei CDI- Kohortenstudie | ELISA; EDI Quantitative

[111] Riickfillen Faecal Calprotectin ELISA,
Epitope Diagnostics
Villafuerte Galvez et al. 2023 | CDI vs. non-CDI Diarrhoe Kohortenstudie | keine Daten verfiigbar.
[112] CDI vs. Kolonisation
Voicu et al. 2021 [113] Calprotectin und CDI- Kohortenstudie | ELISA
Schweregrad

Tabelle 4: Studientibersicht (eigene Darstellung)

3.1 Calprotectin bei CDI vs. non-CDI AAD und non-CDI Diarrhoe
Drei Arbeiten beschiftigen sich mit dem Vergleich von CDI und non-CDI AAD in Bezug

auf den fdkalen Calprotectinwert. Die non-CDI AAD Patient*innen bekamen alle eine
Antibiotika-Therapie, es konnte jedoch keine CDI bestétigt werden. Hanania et al. [99]
vergleichen zusammengefasste fiakale Calprotectinwerte von nicht schwerer CDI und non
CDI-AAD mit schwerer CDI. Hierfiir zeigt sich ein statistisch signifikant erniedrigter fakaler
Calprotectinwert in der Gruppe der non-CDI AAD. Des Weiteren wird in dieser Arbeit ein
optimaler Cut-off zur Differenzierung zwischen CDI und non-CDI AAD berechnet. Dieser
liegt bei 69 pg/g mit einer Sensitivitit und Spezifitit von 57% und 88%. Swale et al. 2016
[110] vergleichen die fakalen Calprotectinwerte von Proband*innen mit CDI und non-CDI
AAD, wobei die Gruppe der CDI-Proband*innen einen statistisch signifikant hoheren Wert
aufweisen. Bei der Berechnung der Receiver-Operating-Characteristics — Kurve (ROC-
Kurve) kann ein optimaler Cut-off von 148 pg/g mit einer Sensitivitdt und Spezifitidt von
81,8% und 76,5% und eine area under the curve (AUC) von 0,864 zur Diskriminierung
zwischen beiden Gruppen berechnet werden. Auch Darkoh et al. [96] kdnnen in der Gruppe

der CDI eine statistisch signifikant hoheren Calprotectinwert ermitteln.

Autor*innen Gruppen Calprotectin, p-Wert Optimaler | Sensitivitit/ | Ayc
Median Cut-off Spezifitiit
Hanania et al. schwere CDI (n=50) 276 ngl/g
2016 [99] nicht schw. CDI (n=50) / 0,0012 117 pgl/g 70% / 83% 0,84
11/16 pg/g
non-CDI AAD (n=50)
CDI (n=100) -
- 69 ug/g 57% / 88% 0,70
non CDI-AAD (n=50) -
Swale et al. CDI (n=159) 684,8 ng/g
<0,0001 | 148 pg/g | 81,8%/76,5% | 0,864
2014 [110] non CDI-AAD (n=51) 66,5 pg/g
Darkoh et al. CDI (n=50) 18 pg/ml 0,000
2014 [96] non-CDI AAD (n=50) 6,5 pg/ml '

Tabelle 5: Calprotectin bei CDI vs. non-CDI AAD (eigene Darstellung)
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Des Weiteren finden sich fiinf Untersuchungen, die Calprotectinwerte von CDI
Patient*innen und non-CDI Diarrhoe Patient*innen vergleichen. Die Ursache der Diarrhoe
in der non-CDI Diarrhoe - Gruppe ist hierbei unterschiedlich und es wird nicht klar, ob diese
Patient*innen eine Antibiotikatherapie erhielten, weshalb sie nicht als ,,non-CDI AAD*
deklariert werden kdnnen.

Alle fiinf Studien zeigen hohere fikale Calprotectinwerte in der Gruppe mit CDI verglichen
zur Gruppe mit non-CDI Diarrhoe. In den drei Arbeiten, welche die statistische Signifikanz
mittels p-Wert-Berechnung durchfiihren, kann eine statistische Signifikanz gezeigt werden.
Zwei Studien fiithren fiir die hier dargestellten Gruppenvergleiche keine Berechnungen fiir
statistische Signifikanz durch, da es sich bei der Fragestellung um Subgruppen handelt.
Popiel et al. 2015 [107] berechnet zur Differenzierung zwischen CDI positiver und non-CDI
Diarrhoe einen optimalen Cut-off von 135 pg/g mit einer berechneten Sensitivitét / Spezifitét

von 88,6% / 75% bei einer AUC von 0,82.

Calprotectin
Autor*innen Gruppen ng/g, p-Wert
Median

Barbut et al. 2017 [95] CDI pos. (n=135) 218,0 0.001
Non-CDI Diarrhoe (n=135) | 111,5 ’

He et al 2018 [100] CDI pos. (n=117) 183,6 0.006
Non-CDI Diarrhoe (n = 115) | 145,6 ’

Kelly et al. 2020 [103] CDI pos (n = 120) 290,8 .
Non-CDI Diarrhoe (n =44) | 74,9

Popiel et al. 2015 [107] CDI pos. (n=44) 983

<0,001

Non-CDI Diarrhoe (n=20) <100

Villafuerte Galvez et al. 2023 [112] | CDI pos (n = 43) 185 .
Non-CDI Diarrhoe (n=26) 75,8

*flir diese beiden Gruppen kein P-Wert berechnet

Tabelle 6: Calprotectin bei CDI vs. non-CDI Diarrhoe (eigene Darstellung)

3.2 Calprotectin bei CDI vs. C. diff.-Kolonisation
Vier Studien beschéftigen sich mit den fakalen Calprotectinwerten bei CDI und C. diff.-

Kolonisation. Bei allen wird ein statistisch signifikanter hoherer féakaler Calprotectinwert bei
der Gruppe mit manifester CDI festgestellt. Zu erwéhnen ist, dass Suarez Carantofia et al.
2015 [109] die Patient*innengruppen durch einen Infektiologen einteilen lieBen, welcher
beziiglich der fakalen Calprotectinwerte verblindet war. Somit teilen sich die hier

verglichenen Patient*innengruppen auf in Patient*innen, bei denen eine CDI aufgrund der
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Einschitzung des Infektionlogen angenommen wurde und die eine CDI-spezifische

Therapie erhielten und in Patient*innen, bei denen eine C. diff.-Kolonisation oder ein

selbstlimitierender Verlauf angenommen wurde und die keine CDI-spezifische Therapie

erhielten. Die restlichen drei Studien hingegen vergleichen jeweils Patient*innen mit

manifester CDI und asymptomatischen Patient*innen, bei denen jedoch eine Besiedelung

des Darms mit C. Diff. gezeigt werden konnte.

Calprotectin
Autor*innen Gruppen ng/g, p-Wert
Median
Han et al. 2020 [98] CDI, Diarrhoe (n=89) 199 0.001
< b
C. diff.-Kolonisation, asymptomatisch (n=93) | 23
Kelly et al. 2020 [103] CDI, Diarrhoe (n=120) 290,8 0.088
C. diff.-Kolonisation, asymptomatisch (n=43) | 174,9 ’
Suarez Carantofia et al. 2021 | CDI angenommen! (n=83) 410 0.0l
< b
[109] C. diff.-Kolonisation* angenommen' (n=26) 51
Villafuerte Galvez et al. 2023 | CDI, Diarrhoe (n = 43) 185 03629
[112] C. diff.-Kolonisation, asymptomatisch (n=42) | 168,4 ’
'Patient*innengruppen vom  Infektiologen (verblindet bzgl. fikalem
Calprotectin) eingeteilt
*oder als selbst limitierend eingeschitzt

Tabelle 7: Calprotectin bei CDI vs. C. diff.-Kolonisation (eigene Darstellung)

3.3 Calprotectin und Korrelation zu Komplikationen bei CDI
Die Korrelation zu Komplikationen und Riickfallen wird von Rao et al. [ 108] untersucht. Sie

konnen fiir einen fdkalen Calprotectinwert > 2000 pg/g eine Odds Ration (OR) von 24,9 fiir

das Auftreten von Komplikationen/Riickfdllen bei einer CDI nachweisen, nachdem

Anpassungen fiir Geschlecht und nachweisbarem(n) fakalem(n) Toxin(en) durchgefiihrt

wurden.
Autor*innen Gruppen Calprotectin pg/g Odds Ratio p-Wert
Rao etal. 2016 [24, 108]| - olation zu
Komplikationen /jnormalized fecal calprotectin> 2000 [24,9* 0,007
Riickféllen

*nach Anpassung flir Geschlecht und nachweisbarem(n) fikalem(n) Toxin(en)

Tabelle 8: Calprotectin und Korrel. zu Komplikationen bei CDI (eigene Darstellung)
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3.4 Calprotectin und CDI-Schweregrade

Calprotectin im Zusammenhang mit dem Schweregrad einer CDI wird in den ausgewahlten
Studien insgesamt neun Mal untersucht.

Es werden jeweils milde oder nicht schwere CDI-Erkrankungen mit moderaten, schweren
oder fulminanten Verldufen verglichen. In einer Studie wird die Gruppe der nicht schweren
CDI mit der non-CDI AAD vereint (Hanania et al. 2016 [99]). Insgesamt werden in allen
Studien Daten von 891 Patient*innen verglichen. In acht der neun Untersuchungen wird in
den Gruppen mit schwererer CDI ein hoherer fiakaler Calprotectinwert gemessen. Es zeigt
sich jedoch lediglich in sechs der neun Arbeiten eine statistische Signifikanz hinsichtlich des
Unterschieds der fakalen Calprotectinwerte der beiden Gruppen. Vier Arbeiten geben einen
optimalen Cut-off Wert fiir fakales Calprotectin zur Unterscheidung zwischen milderen und
schwereren Formen einer CDI an. Diese variieren jedoch zwischen 117 ug/g (Hanania et al.
2016 [99]) und 729,8 ng/g (Jieun et al. 2017 [102]). Die Sensitivitit / Spezifitit fiir die
Messung des fikalen Calprotectins mit obiger Fragestellung varriert zwischen 70% / 83%
(Hanania et al. 2016 [99]) und 100% / 76% (Jieun et al. 2017 [102]).

Eine Arbeit (He et al. 2018 [100]) untersucht ausschlielich Patient*innen, die an einer

Krebserkrankung leiden.
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Tabelle 9: Calprotectin und CDI-Schweregrade (eigene Darstellung)
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3.5 Calprotectin bei Toxin pos. vs. Toxin neg. CDI
In den ausgewdhlten Studien beschiftigen sich zwei Arbeiten mit der Aussagekraft der

fakalen Calprotectinwerte bei Toxin positiven und Toxin negativen CDI. Beide
Untersuchungen weisen einen hoheren fékalen Calprotectinwert bei Patient*innen, welche
einen Toxin positiven C. diff.-Nachweis im Stuhl hatten, verglichen zur Gruppe mit
Patient*innen, welche einen Toxin negativen C. diff.-Nachweis im Stuhl hatten, nach. Die
Studien bewegen sich beide im Bereich der statistischen Signifikanzgrenze von 5%, wobei
die Berechnungen von Barbut et al. 2017 [95] knapp dariiber liegen. In der zweiten Studie

von He et al. 2018 [100] werden ausschlieBlich Patient*innen untersucht, welche an einer

Krebserkrankung leiden.
Autor*innen Gruppen Calprotectin pg/g, p-Wert
Median
Barbutetal. 2017 [95] | Toxin pos. CDI (n= 87) 274.,0 0.051
Toxin neg. CDI (n=48) 166,0 ’
He et al 2018 [100] Toxin pos. CDI (n =24) 200,2 0.044
Toxin neg. CDI (n = 86) 182,8 ’

Tabelle 10: Calprotectin bei Toxin pos. vs. Toxin neg. CDI (eigene Darstellung)

3.6 Calprotectin und Therapieansprechen bei CDI

In den ausgewdhlten Arbeiten beschiftigen sich drei mit dem Zusammenhang der fiakalen
Calprotectinwerte und dem Therapieansprechen.

A. Gallo et al. 2018 [93] vergleichen Proband*innen, welche nach sieben Tagen eine
Verbesserung der Diarrhoe oder Heilung berichten und Proband*innen, die keine
Verbesserung berichten. Es werden jeweils die gemessenen fiakalen Calprotectinwerte an
Tag null und Tag sieben miteinander verglichen. Bei den Messungen an Tag null kann zwar
eine Tendenz, jedoch keine statistische Signifikanz dafiir gezeigt werden, dass
Proband*innen, welche nach sieben Tagen kein Therapieansprechen zeigen, einen hdheren
fakalen Calprotectinwert an Tag null vorweisen. Es kann hingegen ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen Messungen der fikalen Calprotectinwerte der beiden
Gruppen an Tag sieben gezeigt werden. Hier zeigt die Gruppe ohne Therapieansprechen
hohere Werte.

A. Gallo et al. 2020 [94] untersuchen Patient*innen, welche an einem Rezidiv einer CDI
erkrankt sind. In dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass Patient*innen, welche mehrere

FMTs bendtigen, bereits an Tag null einen statistisch signifikant hoheren fédkalen
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Calprotectinwert aufweisen, als Patient*innen, welche lediglich eine FMT bendtigen. Keine
Signifikanz, jedoch eine Tendenz kann dafiir gezeigt werden, dass Patient*innen, welche als
,»Responder klassifiziert werden, verglichen zu ,,Non-Respondern® einen niedrigeren
fakalen Calprotectinwert aufweisen. Als ,,Responder* werden Patient*innen klassifiziert, die
acht Wochen nach FMT keine Diarrhoe mehr berichten.

Hibbard et al. 2019 [101] untersuchen ebenfalls Patient*innen, die an einem Rezidiv einer
CDI erkrankt sind. Die Forschungsgruppe zeigt, dass Patient*innen mit fehlgeschlagener
FMT die Tendenz aufweisen, einen erhohten fakalen Calprotectinwert gegeniiber
Patient*innen mit erfolgreicher FMT zu haben. Aulerdem zeigt sich eine Tendenz, dass
sieben Tage nach FMT Patient*innen nach erfolgloser FMT, verglichen mit der Gruppe nach

erfolgreicher FMT einen hoheren fakalen Calprotectinwert aufweisen.

Autor*innen Gruppen Calprotectin, p-Wert
Median
A.Galloetal. 2018 [93] | kein Therapieansprechen nach 7
TO0°: 439 ng/g
Tagen (n=10) *ns
Therapieansprechen (n=33) TO: 320 ug/g
kein Therapieansprechen nach 7
T7% 285,5 ng/g
Tagen (n=10) <0,05
Therapieansprechen (n=33) T7:150,7 ug/g
A. Gallo etal. 2020 [94] | FMT? einmalig benétigt (n=17) TO: 290 ug/g 0.05
< b
FMT mehrfach benétigt (n=11) TO: 540 ng/g
"Responder" (n=23) TO: 298,8 ug/g 0.07
"Non-Responder" (n=5) TO: 620 ng/g '
Hibbard et al. 2019 | FMT erfolglos (n=8) T-2: 56,8 ng/ml 02501
[101] FMT erfolgreich (=97) T-2: 42,3 ng/ml ’
FMT erfolglos (n=8) T7:299,3 ng/ml
0,0673
FMT erfolgreich (=97) T7: 43,7 ng/ml

*ns = nicht signifikant

9T0 = Messung an Tag 0
'T7 = Messung nach 7 Tagen / 7 Tage nach FMT
2FMT=Fikale Mikrobiota-Transplantation

Tabelle 11: Calprotectin und Therapieansprechen bei CDI (eigene Darstellung)

3.7 Calprotectin bei CDI-Riickféllen

Es finden sich in vier arbeiten Untersuchungen der fikalen Calprotectinwerte in Bezug auf

spatere Krankheitsriickfélle. In allen vier Studien kann in der Gruppe der spéteren
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Krankheitsriickfille ein erhohter fakaler Calprotectinwert gemessen werden, eine
statistische Signifikanz zeigt sich jedoch lediglich in drei Studien. Fernandez et al. 2023 [97]
haben auBlerdem einen optimalen Cut-off Wert flir Patient*innen mit spéteren Riickfallen
berechnet. Dieser liegt bei 1052 pg/g bei einer Sensitivitdt und Spezifitit von 78,6% und
60,9%. Die AUC liegt dabei bei 0,686.

Zu beachten ist, dass Nicholson et al. 2017 [105] lediglich Kinder in ihre Studie

eingeschlossen haben.

Autor*innen Gruppen Calprotectin pg/g, T0O | p_wert
Median

A. Gallo et al. 2018 [93] kein Riickfall (n=33) 329 .
Riickfall (3 Mo) (n=7) 444

Fernandez et al. 2023 [97] kein Riickfall (n=152) 686,5 0,022
Riickfall (8 Wo.) (n=14) | 1654

Nicholson et al. 2017 [105] kein Riickfall (n=19) 8,6
Riickfall (n=8) 14,4 038

Vazquez-Cuesta et al. 2023 [111] | kein Riickfall (n=128) 92,91 0.01
Riickfall (n=51) 150,36

ns = nicht signifikant

Tabelle 12: Calprotectin bei CDI-Riickfdllen (eigene Darstellung)

3.8 Calprotectin und Todesfalle bei CDI

Drei Studien widmen sich der Untersuchung von Todesfillen bei CDI und den fdkalen

Calprotectinwerten in diesen Patient*innengruppen. Es konnen zwar jeweils erhhte Werte

in den Gruppen der Todesfédlle nachgewiesen werden, diese sind jedoch in keiner Studie

statistisch signifikant.

Calprotectin
Autor*innen Gruppen ng/g, P-Wert
Median

A. Gallo et al. 2018 | iiberlebt nach 3 Mo. (n=33) 329 .

ns
[93] Tod zw. 1 Wo. - 3 Mo. (n=10) 391
M. Drézdz et al. 2019 | iiberlebende nach 22 T. (n=63) 727 0.27
[104] CDI-bezogene Todesfille nach 2 T. (n=13) | 772 '
Swale et al. 2014 | iiberlebt nach 30 T. (n=145) - 05
[110] Tod nach 30 T. (n=14) - ’

Tabelle 13: Calprotectin und Todesfélle bei CDI (eigene Darstellung)
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, welchen Einfluss die Einnahme von
Antibiotika auf inflammatorische Stuhlmarker hat. Im Kapitel 1.1 ,,Antibiotika und
Diarrhoe* erfolgte der Uberblick iiber das Symptom AAD, danach fand im Kapitel 1.2.
»Inflammatorische Stuhlmarker eine intensive Auseinandersetzung mit den verfiigbaren
Stuhlmarkern, allen voran Calprotectin statt. Im 2. Teil der Arbeit wurde ein systematischer
Literaturreview durchgefiihrt, mit dem Ziel alle Arbeiten in Bezug auf Calprotectin und
AAD herauszufiltern. Die gefundenen und gefilterten Arbeiten wurden schlieBlich inhaltlich
analysiert, kategorisiert und in den Ergebnissen dargestellt. In der Diskussion sollen
abschlielend anhand der Ergebnisse die Forschungsfragen beantwortet werden.

Fiir die erste Forschungsfrage ,, welche Rolle spielt die fikale Calprotectinbestimmung bei
der AAD? “ konnen mehrere Studien gefunden werden. Auffillig ist, dass der Fokus dabei
immer auf der CDI liegt. Die non-CDI AAD wird hierbei lediglich am Rande beleuchtet.
Alle in dieser Arbeit behandelten Studien, die sich mit dem Vergleich von CDI und non-CDI
AAD beschiftigen, legen mit hoher statistischer Signifikanz nahe, dass eine Differenzierung
mithilfe des fakalen Calprotectins gelingen kann, da CDI Patient*innen ein erhohtes fékales
Calprotectin aufweisen. Bei den non-CDI AAD Patient*innen liegt hingegen der fékale
Calprotectinwert im Normbereich. Dies konnte auch der Grund sein, warum es keine
weiteren Untersuchungen mit non-CDI AAD Proband*innen gibt, denn es ergeben sich in
den gezeigten Untersuchungen keine Hinweise darauf, dass sich stichhaltige Ergebnisse im
Sinne von verdnderten fdkalen Calprotectinwerten in dieser Gruppe finden lassen. Zu
beachten gilt es allerdings, dass diese Studien jeweils nur kleine Fallzahlen aufweisen,
wodurch beispielsweise Erkrankungen mit geringer Inzidenz hier moglicherweise nicht
beriicksichtigt werden. Man kann etwa annehmen, dass die AAHC, welche durch K. oxytoca
ausgelost wird und ebenfalls zu der non-CDI AAD gezéhlt werden kann, sehr wohl einen
fakalen Calprotectinanstieg verursacht, da es sich dabei um entziindliche Aktivitdt im Darm
handelt. Dieser Umstand wurde in den vorliegenden Arbeiten nicht beriicksichtigt. Es wiren
also sehr grofle Studien notwendig, um auch Erkrankungen mit geringer Inzidenz zu
erfassen. AuBlerdem muss erwdhnt werden, dass die Proband*innen der betrachteten Studien
alle hospitalisiert waren. Es bestehen diesbeziiglich also keine Unterschiede zwischen den
Gruppen der CDI und non-CDI AAD, was positiv hervorzuheben ist. Zu Bedenken gilt es
hingegen, dass von diesen Studien nicht direkt aufs ambulante Setting geschlossen werden

sollte. Dies miisste in weiteren Studien separat untersucht werden. Die Definition einer AAD
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wurde in den Untersuchungen nicht einheitlich festgelegt. Wéhrend teilweise eindeutige
Definitionen der AAD vorgegeben waren (> 3 fliissige Stiihle pro Tag innerhalb 24h vor der
Testung und kiirzliche Verabreichung von Antibiotika), wurde der Einschluss in die Gruppe
der AAD teilweise von Arzten nach individuellem Ermessen durchgefiihrt. Dies konnte zu
Unterschieden in der Gruppe der non-CDI AAD gefiihrt haben.

Auch in der Differenzierung zwischen CDI und Diarrhoe aufgrund anderer Ursachen
auBerhalb der AAD, lassen sich signifikant hohere fakale Calprotectinwerte in der Gruppe
der CDI feststellen. Man kann somit festhalten, dass erhohte fikale Calprotectinwerte bei
Diarrhoe jeglicher Genese auf eine CDI hinweisend sein kdnnten. Zu beachten gilt hierbei
jedoch die hohe Varianz der medianen fakalen Calprotectinwerte zwischen den einzelnen
Studien. Dies konnte etwa auf die verschiedenen Test-Kits, welche fiir die fdkale
Calprotectinmessung verwendet wurden, zuriickzufiihren sein. Auflerdem finden sich
teilweise kleine Stichprobengréflen, wodurch eine verfalschte Teststérke auftreten konnte.
AuBlerdem wird in vier Studien versucht, mithilfe der fakalen Calprotectinwerte zwischen
CDI Diarrhoe und CDI Kolonisation zu unterscheiden. Zwei der Untersuchungen zeigen
einen statistisch signifikant erhdhten fékalen Calprotectinwert, die beiden anderen zeigen
hierfiir eine Tendenz, jedoch keine Signifikanz. Eine der beiden zuletzt genannten Studien
weist jedoch sehr ungleich groBBe Gruppen auf, wodurch das Ergebnis moglicherweise
verfalscht wird. Weitere grofle prospektive Studien mit dieser Fragestellung wiren
notwendig, um eine endgiiltige Aussage zu titigen. Dies wire fiir die Praxis von besonderem
Interesse, da Patient*innen, welche ein mit C. diff. besiedeltes Mikrobiom aufweisen,
moglicherweise vorschnell eine CDI-Therapie erhalten, obwohl sie diese gar nicht

bendtigen.

Neben Studien, die fikale Calprotectinwerte bei CDI und anderen Krankheitsbildern
vergleichen, wurden bei der Literaturrecherche Untersuchungen gefunden, die sich mit
Unterschieden der fdkalen Calprotectinwerte innerhalb des Krankheitsbildes CDI
beschiftigen.

So kann etwa in einer Studie eine hohe Korrelation von hohen fikalen Calprotectinwerten
zu spiateren Komplikationen bei CDI gezeigt werden. Dieses Ergebnis miisste jedoch durch
weitere Untersuchungen bestétigt werden, um eine hohere Aussagekraft zu erreichen.

Der Zusammenhang von fidkalen Calprotectinwerten und CDI-Schweregrad wird in den
analysierten Studien am haufigsten untersucht. Auch wenn eine Tendenz zu héheren fikalen

Calprotectinwerten in allen hier dargestellten Studien zu finden ist, finden sich jedoch nur
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in sechs von neun Studien statistische Signifikanzen. Anzumerken ist aulerdem, dass die
Schweregradeinteilung mithilfe unterschiedlicher Scores erfolgt und teilweise
unterschiedliche Gruppen hinsichtlich des Schweregrades verwendet werden. So werden
beispielsweise milde-moderate CDI mit schwerer-fulminanter CDI, in einer anderen
Untersuchung jedoch milde CDI mit moderater CDI verglichen. Kritisch anzumerken ist,
dass in einigen Studien die verglichenen Gruppen sehr unterschiedliche GroBen aufweisen.
AulBlerdem finden sich in manchen Untersuchungen sehr kleine Stichprobengréf3en, was zu
verfalschten Ergebnissen fiithren konnte.

Neben dem Schweregrad werden fiakale Calprotectinwerte bei CDI mit und ohne
Toxinproduktion verglichen. Diesbeziiglich konnen lediglich zwei Studien gefunden
werden. Beide Studien zeigen eine Tendenz fiir hohere fékale Calprotectinwerte bei Toxin
positiver CDI, die statistische Signifikanz ist jedoch nur bei einer der beiden Untersuchung
gegeben. Die Tendenz ist also dahingehend gegeben, dass mithilfe fakaler
Calprotectinmessungen zwischen Toxin positiver CDI und Diarrhoe aufgrund anderer
Ursache, wo jedoch moglicherweise eine C. diff. Besiedelung vorliegt, unterschieden
werden konnte.

Drei der ausgewéhlten Studien beschiftigen sich mit Calprotectin und Therapieansprechen
bei CDI, um einerseits herauszufinden, ob fiakale Calprotectinwerte vor Therapiestart eine
Aussagekraft auf das Therapieansprechen haben und andererseits einen Therapierfolg
messbar machen konnen. Eine Untersuchung legt nahe, dass fdkale Calprotectinmessungen
ein Therapieansprechen nach sieben Tagen zeigen konnen. Das bedeutet auch, dass ein
erhohtes fakales Calprotectin nach einer Therapie eine nicht ausreichende Wirkung dieser
zeigen konnte. Gleichzeitig zeigt die Studie, dass der fdkale Calprotectinwert bei
Diagnosestellung keine verldssliche Aussagekraft tiber das spitere Therapieansprechen hat.
Es ist jedoch eine Tendenz zu erkennen, dass Patient*innen mit hoheren fikalen
Calprotectinwerten bei Therapiebeginn schlechter auf die Therapie ansprechen. Dies konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass erhohte fakale Calprotectinwerte auf eine schwerere
Erkrankung hinweisen und damit moglicherweise ein schlechteres Therapieansprechen
einhergeht. Aufgrund der kleinen Gruppengrofe sollten diese Aussagen jedenfalls in
weiteren Studien bestdtigt oder widerlegt werden. Die anderen beiden Studien beziiglich des
Therapieansprechens beschéftigen sich mit der Verwendung von FMT bei CDI-Riickfallen.
Aus den Ergebnissen ldsst sich der Schluss ziehen, dass Patient*innen mit hoheren fikalen
Calprotectinwerten moglicherweise mehrere FMTs benétigen werden und bei niedrigen

fakalen Calprotectinwerten moglicherweise eine FMT ausreichend sein wird. Optimale Cut-

43



off-Werte fiir diese Thematik wurden leider nicht berechnet. AuBerdem ist die
Teilnehmeranzahl in dieser Studie viel zu klein, um eine sichere Aussage treffen zu konnen.
Beziiglich der Aussagekraft der fdakalen Calprotectinwerte zur Prognose von CDI-
Riickfdllen ist die Studienlage uneindeutig mit Tendenz zu hoheren Werten bei
Patient*innen mit spiteren Krankheitsriickfallen.

AbschliefSend konnen drei Studien gefunden werden, die sich mit dem Zusammenhang von
fakalen Calprotectinwerten und spéteren Todesfdllen beschiftigen. In keiner der Studien
kann ein Zusammenhang festgestellt werden. Zu beachten ist auch hier die Varianz der

Stichprobengrofle.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die fdkale Calprotectinmessung zur
Differenzierung zwischen CDI und non-CDI AAD, sowie zur Differenzierung zu anderen
Ursachen einer Diarrhoe eingeschriankt genutzt werden kann. Zur Unterscheidung von
manifester CDI und asymptomatischer C. diff. Kolonisation kann der fikale
Calprotectinwert nicht uneingeschrinkt herangezogen werden, auch wenn eine starke
Tendenz fiir die Aussagekraft von fiakalen Calprotectinwerten zu sehen ist.

Bezogen auf die CDI konnen folgende Schlussfolgerungen getroffen werden: Der fékale
Calprotectinwert weist einen Zusammenhang zu auftretenden Komplikationen und dem
CDI-Schweregrad auf. Beziiglich C. diff. mit Toxinproduktion, CDI-Riickféllen und dem
messbaren Therapieerfolg sind starke Tendenzen fiir eine Aussagekraft fakaler
Calprotectinwerte festzustellen. Die Rolle des Wertes zur Vorhersagekraft fiir spiteres
Therapieansprechen ist fraglich. Ein Zusammenhang von hohen fakalen Calprotectinwerten
und CDI-bezogenen Todesféllen besteht nicht.

Besonders in den Themenbereichen fikales Calprotectin bei CDI vs. non-CDI AAD,
Komplikationen bei CDI und C. diff. mit Toxinproduktion ist die Studienlage sehr limitiert.
Hier bestiinde Bedarf fiir die Durchfiihrung weiterer groferer Studien. Insgesamt muss
jedoch festgehalten werden, dass alle oben genannten Studien sehr rezent sind, daraus ist zu
schlieBen, dass dieses Forschungsthema ein aktuelles ist und sicherlich bald weitere Studien

folgen werden.

Zur Beantwortung der zweiten Forschungsfrage , welche Rolle spielt die fikale
Calprotectinbestimung nach Antibiotikaeinnahme ohne Diarrhoe?“ konnen bei der
systematischen Literaturrecherche hingegen keine passenden Untersuchungen gefunden

werden. Wie oben gezeigt, liegt der mediane fiakale Calprotectinwert bei der Gruppe der
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non-CDI AAD im Bereich des Normwerts, daraus kdonnte man ableiten, dass der Wert auch
bei Patient*innen ohne Diarrhoe keine wesentlichen Auslenkungen zeigt. Dennoch wire es
interessant zu untersuchen, ob bei manchen Patient*innen, die spéter eine CDI entwickeln,
bereits im Vorfeld eine subklinische Entziindung vorhanden ist, welche durch fikale
Calprotectinmessungen festgestellt werden konnte. Hierfiir miissten groe Kohortenstudien
mit Patient*innen ohne Diarrhoe nach Antibiotikacinnahme durchgefiihrt werden, welche

mehrere Messpunkte beinhalten miissten.
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