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1 Einleitung

1.1 Leberzirrhose: Atiologie, Pathogenese und ihre Komplikationen

Die Inzidenz der Leberzirrhose betragt in Europa und den USA etwa 250/100.000/Jahr;
weltweit ist sie die 11-haufigste Todesursache (Van Erpecum, 2006).

Urséachlich fur die Leberzirrhose ist bei den meisten Patienten der Alkoholabusus (ca.
60% in Europa und den USA), gefolgt von den Virushepatitiden B und C. Andere
seltenere Ursachen sind unter anderem die Autoimmunhepatitis, die primar biliare
Zirrhose, die primar sklerosierende Cholangitis, medikamenteninduzierte Leberschaden,
das Budd-Chiari-Syndrom oder angeborene Stoffwechselerkrankungen. Die Zahl
kryptogener Leberzirrhosen ist durch die verbesserten diagnostischen Methoden
gesunken.

Das Primarereignis in der Pathogenese der Zirrhose ist der Zellschaden. Diese fihrt zur
Aktivierung von Kupffer-Zellen und Rekrutierung von Monozyten, Granulozyten und
Thrombozyten. Diese und die Hepatozyten setzen Zytokine frei, die die Ito-Zellen
aktivieren. Die Ito-Zellen wandeln sich daraufhin in fibroblasten&hnliche Zellen um, die
Bindegewebe synthetisieren. Als Folge bilden sich Septen zwischen benachbarten
Portalfeldern und zwischen Portalfeldern und Zentralvene. Reaktiv bilden sich auch
Regeneratknoten aus.

Zusammen mit dem Parenchymumbau kommt es zu einer Veranderung der
Gefalarchitektur der Leber und zur portalen Hypertension.

Die Folge sind unter anderem eine verminderte Syntheseleistung der Leber und die
Ausbildung von Kollateralen. Daraus resultierende Komplikationen sind die hepatische
Enzephalopathie, Aszitesbildung mit der Komplikation einer Spontan bakteriellen
Peritonitis (SBP) oder die Varizenblutung.

Eine Einteilung in verschiedene Schweregrade der Zirrhose erfolgt anhand des Child-
Pugh-Score oder des MELD-Score (Model for End-stage Liver Disease). Der Child-
Pugh-Score berechnet sich anhand folgender Parameter: Enzephalopathiegrad,
Aszitesmenge, Quickwert, Bilirubin und Albumin im Serum. Kriterien fur die Ermittlung
des MELD-Scores sind Bilirubin im Serum, Kreatinin im Serum und der INR

(International Normalized Ratio).
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Portale Hypertension

Die Durchblutung der Leber betragt etwa 25% des Herzzeitvolumens, wobei 2/3 der
Durchblutung tber die Pfortader und 1/3 tber die Arteria hepatica erfolgen.

Der Druck in der Pfortader betragt beim gesunden Menschen etwa 4mmHg, welcher im
Falle einer Leberzirrhose steigt.

Man unterscheidet die prahepatische von der hepatischen und posthepatischen
Hypertension. Die Leberzirrhose fuhrt zu einer hepatischen Hypertension.

Wendet man das Ohmsche Gesetz auf die Gefal3physiologie an, ergibt sich der Druck P
in der Pfortader aus dem Produkt vom Blutfluss Q und dem Stromungswiderstand R
(P = Q x R). Somit kann die portale Hypertension sowohl Folge einer Zunahme des
Blutflusses als auch einer Widerstandserhdhung im intrahepatischen Flussbett sein.

Zu der intrahepatischen Widerstandserhohung tragt auf der einen Seite zum Beispiel die
Einengung der Sinusoidalgeféf3e durch Kollagenablagerungen und Fibrosierungen im
Rahmen der Zirrhose bei. Auf der anderen Seite besteht auch eine dynamische
Komponente mit einer durch aktivierte Sternzellen vermittelten Vasokonstriktion.

Vor allem im fortgeschrittenen Stadium der Leberzirrhose kommt es durch die Zunahme
des Blutflusses im Splanchniskusgebiet zu einem weiteren Anstieg des portalen
Druckes.

Die portale Hypertension tragt zu Komplikationen wie der Ausbildung von Varizen und
deren Blutungen und dem Auftreten von Aszites bei (Bosch und Garcia-Pagan, 2000).
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Abbildung 1: In die Pathogenese der portalen Hypertension involvierte
Mechanismen (aus: Bosch und Garcia-Pagan, 2000)
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1.2 Grundlagen der Aszitesbildung

Die Ausbildung von Aszites ist die haufigste Komplikation bei Patienten mit
Leberzirrhose. Sie ist ein ungunstiges prognostisches Zeichen und geht mit einer 2-
Jahres-Mortalitat von 50% einher (Van Erpecum, 2006).

Die Pathogenese der Asziteshbildung ist immer wieder diskutiert worden. Lange
bestanden zwei Theorien: die ,underfilling“- und die ,overflow“-Theorie.

Nach der ,underfilling“-Theorie fuhrt die portale Hypertension zu einer Vasodilatation im
Splanchnikusgebiet, wahrscheinlich bedingt durch eine gesteigerte Freisetzung von
vasodilatierenden Substanzen wie beispielsweise NO, Glucagon, Prostaglandinen und
dem vasoaktiven intestinalen Peptid (VIP) und einem gestorten Ansprechen der
Splanchnikusgefalle auf Vasokonstriktoren. Das daraus resultierende Blutpooling im
Splanchnikusgebiet mit einer Reduktion des zentralen intrathorakalen Blutvolumens wird
von arteriellen Barorezeptoren registriert. Dies flhrt zu einer Stimulation des
sympathischen Systems und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und
zu einer Sekretion von Antidiuretischem Hormon (ADH). Als Folge kommt es zu einer
renalen Retention von Natrium und Wasser sowie zu einer renalen Vasokonstriktion.

Die ,overflow“-Theorie dagegen stellt die vermehrte Natriumretention der Niere, bedingt
durch die portale Hypertension, an den Beginn der Kaskade. Die Natriumretention fuhrt
zu einer VergroRerung des Plasmavolumens und tragt so zur Aszitesentstehung bei
(Gentilini et al., 1999).

Aus diesen beiden Theorien ist in den letzten Jahren die sogenannte ,forward“-Theorie
entstanden. Diese Theorie geht davon aus, dass die Aszitesbildung eine Folge der
arteriellen Vasodilatation im Splanchnikusgebiet ist, die zu zwei unterschiedlichen
Ereignissen fihrt:

Das erste ist ein sekundarer Anstieg der splanchnischen Mikrozirkulation. Die verstarkte
Mikrozirkulation fuhrt zu einem Anstieg des kapillaren Druckes, der kapillaren
Permeabilitdt und der Lymphbildung. Die vermehrte Lymphbildung entsteht auch durch
Zirkulationsveranderungen in der Leber selbst.

Das zweite ist ein Abfall des arteriellen Druckes mit daraus resultierender Aktivierung
des RAAS, des sympathischen Systems sowie des ADHs. Dieser Mechanismus wird

auch arterielles ,underfilling“ genannt und bewirkt eine verstarkte renale Natrium- und
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Wasserretention. Das gleichzeitige Auftreten beider Ereignisse fuhrt zu einer

kontinuierlichen Aszitesbildung (Arroyo und Jiménez, 2000).

Portale Hypertension

\ 4

Splanchnische arterielle Vasodilatation

A 4

kapillarer Druck und
Permeabilitat im
Splanchnikusgebiet®

A 4

Lymphbildung

\ 4

arterielles ,,underfilling“
mit RAAS, sympathischem
System und ADHT

A 4

Natrium- und
Wasserretention

Aszites

Abbildung 2: Die ,forward“-Theorie der Aszitesbildung (aus: Arroyo und Jiménez, 2000)
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1.3 Spontan bakterielle Peritonitis als Komplikation bei Patienten mit

Leberzirrhose und Aszites

1.3.1 Definition

Die Spontan bakterielle Peritonitis (SBP) ist definiert als Infektion des Aszites auf dem
Boden einer Leberzirrhose ohne intestinale Lasion.

Nach dem ,consensus document on spontaneous peritonitis® ist die Erkrankung heute
durch den Nachweis von Neutrophilen Graulozyten >250/ul mit oder ohne
Keimnachweis im Aszites bei fehlendem Hinweis auf eine abdominelle Infektion definiert
(Rimola et al., 2000).

1.3.2 Prédvalenz und Pathomechanismus

Die Pravalenz des Auftretens der Spontan bakteriellen Peritonitis (SBP) bei stationaren
Patienten mit Leberzirrhose und Aszites schwankt zwischen 10% und 30%, wobei eine
Korrelation zwischen Haufigkeit der SBP und dem Schweregrad der Leberzirrhose
besteht (Caly und Strauss., 1993; Rimola et al., 2000).

Laut einer Untersuchung, die an 40 internistischen und gastroenterologischen
Krankenhausabteilungen in Deutschland durchgefiihrt wurde, lag die Pravalenz im Jahr
1998 bei 14% (Fleig et al, 2004).

Bei ambulanten Patienten liegt die Pravalenz bei etwa 3,5% (Evans et al., 2003).

Als Pathomechanismus der SBP wird der Vorgang der bakeriellen Translokation von
enteralen Keimen angesehen. Die bakterielle Translokation ist definiert als Passage von
Darmbakterien aus dem Darmlumen in die extraluminalen, mesenterialen Lymphknoten.
Bei Patienten mit Leberzirrhose wird angenommen, dass ein vermehrtes intestinales
Bakterienwachstum, eine erhohte Durchlassigkeit der intestinalen Schleimhaut, eine
verringerte Darmmotilitat und eine verminderte Immunabwehr fuar die vermehrte
Passage der Darmbakterien nach extraluminal verantwortlich sind. Dabei beglnstigt
eine bestehende portale Hypertension die Translokation (Casafont el al., 1997; Guarner
et al., 1997).

Guarner et al. (1997) zeigten, dass Ratten mit Leberzirrhose ein vermehrtes intestinales
Bakterienwachstum aufweisen, welches zu bakterieller Translokation beitréagt. Pardo et

al. (2000) untersuchten 30 zirrhotische Ratten und 164 zirrhotische Patienten vor und
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nach der Behandlung mit Cisaprid bzw. einem Placebo. Cisaprid fihrt zu einer
verstarkten Acetylcholinfreisetzung aus den postganglionaren Nervenenden des Plexus
myentericus und wirkt so prokinetisch. Unter Cisaprid kam es zu einer signifikanten
Verringerung des intestinalen Bakterienwachstums. Man nimmt daher an, dass eine
verringerte Darmmotilitéat bakterielles Wachstum begunstigt. Weiterhin zeigte sich, dass
mit der Reduktion des intestinalen Bakterienwachstums eine verringerte bakterielle
Translokation assoziiert ist.

Guarner et al. (1997), Runyon et al. (1994) und Llovet et al. (1998) zeigten in
tierexperimentellen Studien, dass es durch eine wiederholte bakterielle Translokation
aus dem intestinalen Lumen in das Peritoneum Uber mesenteriale Lymphknoten zu
einer bakteriellen Besiedlung auch der Aszitesflussigkeit kommt.

Llovet et al. (1998) und Ruyon et al. (1994) fanden aul3erdem bei 25% der Ratten mit
bakterieller Translokation Bakterien im Blut, wéhrend keine der Ratten ohne bakterielle
Translokation eine Bakteridmie aufwies.

Llovet et al. (1998) konnten aufRerdem zeigen, dass es sich bei der im intestinalen
Lumen, im Peritoneum, im ventdsen Blut und den mesenterialen Lymphknoten
nachweisbaren bakteriellen DNA um identische Sequenzen handelte.
Zusammenfassend hat die bakterielle Translokation eine Rolle in der Pathogenese der
SBP. Casafont et al. (1997) unterstitzen durch ihre tierexperimentelle Studie diese
Aussage: Sie wiesen bei 100% der untersuchten Ratten mit SBP eine bakterielle
Translokation nach. Bei den Tieren mit sterilem Aszites konnte dagegen nur bei 57%

eine bakterielle Translokation nachgewiesen werden.

1.3.3 Prognose
Das Auftreten einer SBP verschlechtert die Prognose der Patienten mit Aszites. Die

Mortalitéat einer Episode (30-Tage-Mortalitéat) liegt in verschiedenen Studien trotz
adaquater Antibiotikatherapie zwischen 10% und 40% (Hoefs und Runyon, 1985;
Pelletier et al.,1990; Cho et al., 2007). Das Ein-Jahres-Uberleben betragt 30-50%
(Rimola et al., 2000).
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1.3.4 Historischer Uberblick unterschiedlicher Definitionskriterien der SBP

In der Literatur der vergangenen 25 Jahre finden sich unterschiedliche Diagnosekriterien
fur eine SBP.

Ursprunglich wurde der Bakteriennachweis im Aszites bei Fehlen einer abdominellen
Infektionsquelle als obligat fur die Diagnose einer SBP angesehen (Runyon et al., 1988).
Aufgrund der geringen Sensitivitat der Bakterienkultur und des groRRen Zeitintervalls bis
zum Bakteriennachweis durch die Kultur wurde immer wieder nach anderen Faktoren
gesucht, die eine schnellere Diagnose und damit eine schnellere Therapieeinleitung
ermdglichen.

Conn und Fessel erkannten schon 1971, dass nicht nur bei positivem
Bakteriennachweis durch die Kultur, sondern auch bei erhohter
Neutrophilenkonzentration im Aszites eine antibiotische Therapie indiziert ist.

Wo die obere Grenze einer noch normalen Neutrophilenkonzentration liegen sollte, war
allerdings noch unkilar.

Jones (1977) und Bar-Meir et al. (1979) setzten diese Grenze erstmalig bei 250
Neutrophilen/ul Aszites an. Diese Grenze wurde in den darauffolgenden Jahren durch
mehrere Studien (Hoefs und Runyon, 1985; Runyon und Antillon, 1991) als sensitivster
Parameter fir die Diagnose einer SBP bestatigt.

Sie bildet heute den Goldstandard in der Diagnostik der SBP.

Bis zum Erscheinen des ,consensus document on spontaneous peritonitis“ des
International Ascites Clubs (Rimola et al.) im Jahr 2000 fanden sich jedoch immer
wieder andere Definitionen.

Andreu et al. (1993) definierten in einer Studie zu Risikofaktoren einer Spontan
bakteriellen Peritonitis eine SBP wie folgt: (1) ein Keimnachweis im Aszites oder im Blut
und eine Neutrophilenkonzentration >250/ul im Aszites bei (2) fehlendem Hinweis auf
eine abdominelle Infektionsquelle und bei fehlendem Keimnachweis im Aszites oder

(3) eine Neutrophilenkonzentration >500/ul im Aszites.

Daneben entstanden Diagnosekriterien fur Varianten der SBP:

Im Jahr 1984 beschrieben Runyon und Hoefs den ,Neutrozytischen Aszites®, auch
,CNNA® (culture-negative neutrocytic ascites) genannt, als eine Variante der Spontan
bakteriellen Peritonitis. Dieser zeichnet sich durch eine Neutrophilenkonzentration

>500/ul bei fehlendem Keimnachweis aus. Die Bezeichnung ,CNNA®“ wurde 1990 von
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Pelletier et al. aufgegriffen. Im Unterschied zu Runyon und Hoefs definierten sie den
Neutrozytischen Aszites als Aszites mit einer Neutrophilenkonzentration >250/ul bei
fehlendem Keimnachweis. Dies entspricht der heutigen Definition.

Im selben Jahr beschrieb Runyon den sogenannten ,Bakteraszites®, Aszites mit
positivem Keimnachweis ohne erhdhte Neutrophilenzahl.

Die Definition des Bakteraszites gilt auch heute.

Zusammenfassend ist die SBP heute nach den Konsensusempfehlungen durch den
Nachweis von Neutrophilen Granulozyten >250/ul mit oder ohne Keimnachweis bei
fehlendem Hinweis auf eine abdominelle Infektion definiert (Rimola et al., 2000).

Der Bakteraszites, der den Aszites mit positivem Keimnachweis ohne erhdhte

Neutrophilenzahl bezeichnet, gilt nach den aktuellen Konsensusbestimmungen nicht als
SBP (Mowat und Stanley, 2001; Rimola et al., 2000).

Diese Definitionen werden auch in dieser Arbeit verwendet.

Zahlreiche Studien haben sich mit den Unterschieden zwischen den zwei Varianten der

SBP und dem Bakteraszites beschaftigt, worauf Abschnitt 1.5 genauer eingeht.

1.3.5 Klinische Zeichen einer SBP
Begleitend zur SBP kdnnen Symptome und klinische Zeichen auftreten, die jedoch nicht

als spezifisch angesehen werden kénnen. Als typische klinische Befunde sind Fieber,
abdominelle Schmerzen oder allgemeine Verschlechterung (Conte et al., 1993), aber
auch die Verschlechterung der Nierenfunktion oder das Auftreten bzw. der progrediente
Verlauf einer Hepatischen Enzephalopathie zu nennen.

Fur eine Diagnosestellung sind diese Symptome jedoch zu unspezifisch.
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1.4 Diagnostische Untersuchung des Aszites

1.4.1 Parazentese und Zelldifferenzierung

Der sichere Nachweis einer SBP gelingt nur durch eine Aszitesparazentese mit
nachfolgender Untersuchung des Aszites. Der Aszites-Club empfiehlt eine diagnostische
Parazentese zum Zeitpunkt der Krankenhausaufnahme sowie bei lokalen Zeichen einer
Peritonitis, systemischen Zeichen einer Infektion, einer hepatischen Enzephalopathie
oder einer rapiden renalen Verschlechterung ohne offensichtliche Ursache (Rimola et
al., 2000).

Die Parazentese ist einfach und sicher durchzufihren. Komplikationen wie zum Beispiel
Bachhauthamatome treten mit einer Haufigkeit von 1% nur sehr selten auf (Runyon,
2004).

Die Diagnose einer SBP gilt als gesichert, wenn der Goldstandard von 250 Neutrophilen
Granulozyten/ul im Aszites erfullt ist.

Eine maschinelle Differenzierung und Quantifizierung ist technisch schwierig und

verlangt spezielle Gerate.

1.4.2 Beimpfung von Bakterienkulturflaschen mit Aszites zur Diagnose der SBP

Die Diagnostik des Aszites beinhaltet als grundlegende Untersuchung nicht nur die
Zellzahlbestimmung, sondern auch die Beimpfung von Bakterienkulturflaschen mit
Aszitespunktat. Das positive Ergebnis der Bakterienkultur beweist zum einen die
bakterielle Besiedlung des Aszites und gibt Hinweise auf die Art einer eventuell
vorliegende Infektion, zum anderen kann nach angelegtem Antibiogramm gezielt
antibiotisch therapiert werden. In prospektiv angelegten Studien konnte gezeigt werden,
dass es zu einer hoOheren Sensitivitdt der Bakterienkultur kommt, wenn die
Kulturflaschen direkt am Bett des Patienten beimpft werden (Runyon et al., 1988).
Daruber hinaus konnte beobachtet werden, dass die Beimpfung mit 10 ml Punktat die
meisten positiven Ergebnisse ergibt (Castellote et al., 1990; Fernandez et al., 2002).
Allerdings liegen unter Anwendung dieser Methoden trotzdem haufig negative
Kulturergebnisse vor: Nur bei 30% bis 60% der Patienten mit einer SBP nach dem
Goldstandard kann eine bakterielle Besiedlung durch die Bakterienkultur nachgewiesen
werden (Canete et al., 2007; Fleig et al., 2004; Thévenot et al., 2004).
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Urséachlich flr die niedrige Zahl positiver Kulturergebnisse ist wahrscheinlich die geringe
Konzentration von Bakterien in der Aszitesflissigkeit, im Gegensatz zu anderen
Korperflussigkeiten wie z.B. im Urin (Bobadilla et al., 1989).

Auch die prophylaktische Gabe von Antibiotika kann die Nachweisrate verringern.
Kuiper et al. (2007) wiesen bei 39,4% der Patienten mit SBP Bakterien durch die Kultur
nach. Die Halfte dieser Patienten mit SBP und positiver Bakterienkultur erhielt eine
antibiotische Prophylaxe verglichen mit 74,5% der Patienten mit SBP ohne
Bakteriennachweis.

Die haufigsten nachgewiesenen Erreger sind Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
und Pneumokokken (Chu et al, 1995; Llovet et al., 1997; Mowat und Szanley, 2001). In
den letzten Jahren wurde ein Anstieg des Anteils grampositiver Erreger bemerkt. In
einer retrospektiven Studie von Almeida et al. waren zwischen 1997 und 1998 E.coli und
Klebsiella pneumoniae zusammen fir etwa 50% aller kulturpositiven SBPs
verantwortlich, koagulasenegative Streptokokken und Staphylokokkus aureus dagegen
fur ca. 28%. Zwischen 2002 und 2003 hatte sich das Verhéltnis in etwa umgekehrt
(Almeida et al., 2007).

Tabelle 1 zeigt die nachgewiesenen Erreger mit ihren Haufigkeiten in einer Studie von
Llovet et al. (1997).

Gramnegative Bakterien: n=86 Grampositive Bakterien: n=26
E.coli 41 Streptokokkus pneumoniae 11
Klebsiella pneumoniae 4 Enterokokkus spp. 1
Salmonella spp. 3 Andere Streptokokken 10
Pseudomonas aeruginosa 2 Staphylokokkus aureus 3
Klebsiella oxytoca 2 Listeria monocytogenes 1
Citrobacter freundii 1
Enterobacter aerogenes 1
Proteus mirabilis 1
Morganella morganii 1
Aeromona sobria 1
Pasteurella 1

Tabelle 1: Verteilung der Bakterienspezies bei SBP (aus: Llovet et al., 1997)
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1.4.3 Pradiktive Faktoren fir das Auftreten einer Spontan bakteriellen Peritonitis

Mit dem Ziel, die Diagnose einer SBP schneller stellen zu kénnen bzw. pradiktive
Faktoren fur das Auftreten einer SBP zu finden, wurden in mehreren Studien weitere
Parameter untersucht.

Runyon (1986) zeigte, dass ein Eiweil3gehalt <1 g/dl im Aszites einen Risikofaktor fur
das Auftreten einer SBP darstellt. Von 47 Patienten mit initial sterilem Aszites und einem
Eiweil3gehalt <1 g/dl entwickelten 15% im Verlauf eine SBP. Im Vergleich dazu
entwickelten nur 1,5 % der 65 Patienten mit einem Eiweil3gehalt im Aszites >1 g/dl eine
SBP. Eine weitere Beobachtung war, dass der Eiwei3gehalt im Aszites konstant bleibt,
das heifdt sich vor, wahrend und im Anschluss an eine SBP nicht signifikant andert
(Runyon und Hoefs, 1985; Runyon, 1986).

Die Arbeitsgruppe zeigte daruber hinaus, dass ein niedriges Gesamteiweil3 im Aszites
mit einer geringeren Opsonierungsfahigkeit korreliert. Daraus folgte wiederum die
hohere Inzidenz einer SBP bei Patienten mit niedrigem Gesamteiweil3 im Aszites
(Runyon, 1986).

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Andreu et al. (1993). Neben einem
Gesamteiweild < 1g/dl korrelierte in ihrer Studie auch ein Bilirubinspiegel >2,5 mg/dl im
Serum mit der Entwicklung einer SBP (n=110). SBP war in dieser Studie wie folgt
definiert: (1) Neutrophilenkonzentration im Aszites >250/uL und Keimnachweis im
Aszites und/oder Blut oder (2) Neutrophilenkonzentration >500/pl.

Guarner et al. (1999) sahen einen Gesamteiweil3spiegel im Aszites <1 g/dl, einen
Bilirubingehalt im Serum >3,2 mg/dl und/oder eine Thrombozytenkonzentration
<98000/ul als Risikofaktoren fur eine SBP nach Goldstandard an (n=109).

In einer neueren Longitudinalstudie von Canete et al. (2007) stellte eine
Eiweillkonzentration <1 g/dl den einzigen unabhangigen pradiktiven Faktor fur das
Entstehen einer SBP dar (n=263).



21

1.4.4 Faktoren, die mit einer Spontan bakteriellen Peritonitis assoziiert sind

Runyon und Hoefs (1985) untersuchten 22 Patienten vor, wahrend und nach dem
Auftreten einer SBP (definiert durch die Kombination aus Keimnachweis und einer
Konzentration Neutrophiler Granulozyten >250/ul). Dabei zeigte sich ein signifikanter
Abfall des Aszites/Serum Glukose Quotienten sowie ein signifikanter Anstieg des LDH-
Spiegels im Aszites. Ihr Ergebnisse erklarten sie damit, dass Granulozyten Glukose
verbrauchen, so dass die Glukosekonzentration bei erhéhter Granulozytenzahl
abnehme.

LDH werde durch die Lyse von Granulozyten freigesetzt, so dass der LDH-Spiegel bei
erhohter Granulozytenzahl ansteige.

Albillos et al. (1990) zeigten, dass ein niedriger pH-Wert im Aszites und ein hoher
Laktat-Wert im Aszites mit einem positiven Bakteriennachweis korrelieren.

In einer Studie, die Stassen et al. (1986) zur Diagnostik der SBP durchflhrten, ergab ein
pH-Wert im Aszites <7,5 oder ein Blut-Aszites-pH-Gradient von mindestens 0,10 in
Kombination mit einer Gesamtzellzahl im Aszites >500 Zellen/ul eine Sensitivitat von
89% bei einer Spezifitéat von 100% (n=60).

Diese Studien beruhen jedoch nicht auf der heutigen Definition einer SBP und lassen
sich daher nicht ohne weiteres auf die heutige Situation tbertragen.

Eine neuere, multizentrische Studie von Nousbaum et al. (2007a), die an 1041 Patienten
durchgefuihrt wurde, zeigte, dass der Bilirubin- und der Kreatiningehalt im Serum, eine
Korpertemperatur <36,5°C oder >38°C, abdominelle Schmerzen, Schittelfrost,
Enzephalopathie, akutes Nierenversagen und der Child-Pugh-Score Faktoren sind, die
in der univariaten Analyse mit dem Auftreten einer SBP korrelieren. In der multivarianten
Analyse ergaben sich drei unabhangige Faktoren, die mit einer SBP assoziiert waren:
abdominelle Schmerzen, Hypo- oder Hyperthermie und eine Child-Pugh-Score Stadium
C.
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1.5 Vergleich der verschiedenen SBP-Varianten

1984 verglichen Runyon und Hoefs Patienten mit SBP, hier definiert durch eine
Neutrophilenkonzentration >500/ul und Bakteriennachweis im Aszites, mit CNNA-
Patienten, die eine Neutrophilenkonzentration >500/ul im Aszites aufwiesen ohne
bakterielle Besiedlung des Aszites (n=50). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf klinische Zeichen und Symptome. Daraus schlossen sie,
dass eventuell viele Patienten mit Neutrozytischem Aszites eine bakterielle Infektion
hatten, die durch das Verfahren der Bakterienkultur nicht erkannt worden sei.

Die folgenden Studien definierten SBP und Neutrozytischem Aszites (CNNA) &hnlich
den heutigen Kriterien:

- SBP: Neutrophile Granulozyten >250/ul und Nachweis einer bakteriellen Besiedlung
des Aszites bei fehlendem Hinweis auf eine abdominelle Infektion

- Neutrozytischen Aszites: Neutrophile Granulozyten >250/ul ohne Nachweis einer
bakteriellen Besiedlung des Aszites bei fehlendem Hinweis auf eine abdominelle
Infektion.

Terg et al. (1992) und Chu et al. (1995) stiitzen durch ihre Ergebnisse die Aussage von
Runyon und Hoefs, da auch sie keine signifikanten Unterschiede in demographischen
Daten, der Krankenhausmortalitdt und den Laborparametern zwischen Patienten mit
SBP und CNNA nachweisen konnten.

Zu gegenteiligen Ergebnissen kamen dagegen Al Amri et al. (1994), Cho et al. (2007)
und Pelletier et al. (1990). In ihren Studien zeigten Patienten mit bakterienpositiver SBP
eine hohere Mortalitat als Patienten, die lediglich eine erhéhte Anzahl von Neutrophilen
Granulozyten im Aszites aufwiesen (37%-50% versus 12,7%-33%). Pelletier et al.
stellten auRerdem fest, dass Patienten mit SBP eine hdohere Anzahl an Leukozyten und
neutrophilen Granulozyten im Aszites aufweisen als CNNA-Patienten. Sonst fanden die
Arbeitsgruppen keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Zu Patienten mit Bakteraszites liegen bisher nur sehr wenige Daten vor:

Chu et al. (1995) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit
asymptomatischen Bakteraszites und sterilem Aszites finden. Aul3erdem entwickelte
keiner der unbehandelten Patienten mit asymptomatischem Bakteraszites im Verlauf

eine SBP. Asymptomatischer Bakteraszites konnte daher flr eine voribergehende
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Kolonisation sprechen. Symptomatischen Bakteraszites sah die Arbeitsgruppe dagegen
als eine SBP-Variante an.

Diese Thesen wurden durch Pelletier et al. (1990) und Runyon (1990) gestutzt. In der
Studie von Runyon fanden sich unter 138 Punktionen mit Bakteriennachweis 44 vom
Typ Bakteraszites, von denen wiederum 38,1% in eine SBP konvertierten. Aufféallig war
auch hier, dass keiner der Patienten mit asymptomatischem Bakteraszites eine SBP

entwickelte.

1.6 Neue Verfahren in der SBP-Diagnostik

w1.6.1 Nachweis von Bakterien-DNA im Aszites und Blut

Wie in Abschnitt 1.4.1 dargestellt, sieht man als moglichen Pathomechanismus der SBP
die bakterielle Translokation aus dem Interstitium tGber mesenteriale Lymphknoten in die
Blutbahn an.

Allerdings bleiben die Episoden der bakteriellen Translokation meist unentdeckt. Die
meisten Aszites- und Blutkulturen bleiben negativ, woflr eventuelle Vorgange der
bakteriellen Opsonisierung verantwortlich sein kénnten. Auch im Falle der
Opsonisierung verbleiben aber mdglicherweise Bakterienreste und damit bakterielle
DNA im Aszites. Basierend auf dieser Uberlegung entwickelte Such et al. (2002) eine
PCR-Methode, mit der man bereits 10 pg bakterielle DNA im Blut und Aszites
nachweisen kann. Bei der von ihnen angewandten Methode wird 16S ribosomale RNA
amplifiziert. Durch die Sequenzierung der Nukleotide der PCR-Produkte konnten diese
den entsprechenden Bakterien zugeordnet werden. Sie untersuchten 28 Patienten, die
keine SBP nach dem Goldstandard aufwiesen, und fanden bei 9 dieser Patienten
bakterielle DNA sowohl im Blut als auch im Aszites. Dabei fanden sich jeweils die
gleichen Bakterienstamme in Blut und Aszites mit einer Sequenzibereinstimmung von
mehr als 99,7%. Da die Proben jeweils von unterschiedlichen Personen entnommen
wurden und in unterschiedlichen Probebehaltern aufbewahrt wurden, schloss die
Arbeitsgruppe eine Kontamination aus.

Unterschiede beziglich Child-Pugh-Score und hdmodynamischen, biochemischen und
klinischen Parametern zwischen Patienten mit Nachweis von bakterieller DNA und ohne

diesen Nachweis fand die Gruppe nicht. Uber den weiteren Verlauf der bakteriellen
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Besiedlung bei Patienten mit Nachweis von bakterieller DNA konnte die Gruppe keine
Aussage treffen.

Dazu fuhrten Francés et al. (2004a) aus derselben Gruppe eine weitere Studie durch, in
der im Anschluss an die Parazentese uber 2 Tage in 8-stuindigem Abstand erneut Blut
abgenommen wurde. Aszites und Serum wurden durch eine PCR-basierte Methode auf
bakterielle DNA untersucht. Die DNA wurde durch Real-time PCR quantifiziert und durch
automatische Nukleotidsequenzierung identifiziert. Bei 7 der 17 Patienten fanden sich zu
Beginn bakterielle DNA in Aszites und Serum, wobei auch hier wiederum dieselben
Bakterienstamme in beiden Korperflissigkeiten gefunden wurden. Fir mindestens 24
Stunden nach der Parazentese konnte noch bakterielle DNA im Serum nachgewiesen
werden. Bei 3 Patienten gelang nach 24 Stunden kein Nachweis mehr. Die anderen 4
Patienten zeigten einen Wechsel zwischen unterschiedlichen Mengen an DNA, teils
sogar Verschwinden und Wiederauftreten von bakterieller DNA.

Zwischen den DNA-Sequenzen der bei einem Patienten nachgewiesenen Bakterien
zeigte sich nahezu 100%-ige Ahnlichkeit, was die Arbeitsgruppe als Hinweis dafur sah,
dass es sich jeweils um das gleiche Bakterium handelte.

Unterschiede zwischen den Gruppen mit und ohne Nachweis bakterieller DNA fanden
sich auch hier nicht.

Aus den Ergebnissen der Studie zogen Francés et al. den Schluss, dass es bei
Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose zu wiederholten Episoden bakterieller
Translokation kommt, wobei es sich jeweils nur um einen Bakterienstamm handelt.
Bakterielle Translokation stelle also kein einmaliges Ereignis dar, sondern einen
dynamischen Prozess.

Eine Untersuchung an Ratten stutzt die Annahme, dass es sich beim Nachweis
bakterieller DNA um das Ergebnis bakterieller Translokation handelt. In der
Aszitesflissigkeit als auch in mesenterialen Lymphknoten der Tiere wurde jeweils
bakterielle DNA derselben Bakterienspezies gefunden. Die Lymphknoten zeigten dabei
sowohl positive als auch negative Bakterienkulturergebnisse, eine inflammatorische
Antwort war dabei an den Nachweis bakterieller DNA gekoppelt, nicht an den
Kulturnachweis (Guarner et al., 2006).

Vieria et al. (2007) verglichen in einer Studie Kinder mit und ohne den Nachweis

bakterieller DNA im Aszites. Sie konnten keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
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Child-Pugh-Score, 3-Monats-Uberlebensrate und laborchemischen Parametern
feststellen.

Auch sie fanden bakterielle DNA im Aszites von Patienten, die die zytologischen
Kriterien fur eine SBP nicht erfullten, was sie zu der Annahme bewegte, dass der
Nachweis von bakterieller DNA durch die PCR keine Unterscheidung zwischen
bakterieller Infektion und bakterieller Besiedlung zulasst.

Zusammenfassend kann aus diesen Studien der Schluss gezogen werden, dass etwa
40% der Patienten vorubergehend bakterielle DNA im Aszites und im Serum aufweisen.
Welche Bedeutung die bakterielle Translokation im Langzeitverlauf hat, und ob sie
eventuell das Auftreten einer spateren SBP begunstigt, ist jedoch nicht endgultig geklart.
Die juingste Studie von Zapater et al. (2008) wirft die Hypothese auf, dass das Auftreten
bakterieller DNA in Aszites und Serum die Uberlebenszeit verschlechtert, wahrend es
die Entstehung einer SBP nicht begunstigt.

Sie zeigten, dass nach einem Jahr 38% der Patienten mit Nachweis bakterieller DNA

verstorben waren, verglichen mit nur 15% der Patienten ohne DNA-Nachweis (n=156).
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1.6.2 Frihzeitige Diagnose einer SBP durch Urinteststreifen

In mehreren Studie wurde in den letzten Jahren untersucht, ob durch den Einsatz von
Teststreifen, die fur die Urinschnelltestung entwickelt wurden, die Diagnose einer SBP
schnell und zuverlassig gestellt werden kann. Es wurden der Multistix Test der Firma
Bayer, der Combur Test LN der Firma Roche oder der Nephur Test getestet.

Butani et al. (2004), Castellote et al. (2003), Sapey et al. (2005), Thévenot et al. (2004)
und Vanbiervliet et al. (2002) zeigten, dass diese neue diagnostische Methode eine
Sensitivitat von 64,7 bis 100% und eine Spezifitat von 99 bis 100% besitzt.

Da die Testung direkt im Anschluss an die Parazentese, eventuell sogar noch am
Patientenbett erfolgen kann, kénnte so die Diagnose direkt gestellt werden, falls
erforderlich, eine antibiotische Therapie direkt eingeleitet werden und so vermutlich die
Uberlebensrate einer SBP-Episode erhoht werden.

In einer neueren, multizentrischen Studie von Nousbaum et al. (2007b) wurde bei 1041
stationaren und ambulanten Patienten mit Leberzirrhose und Aszites der Einsatz des
Multistix Tests zur Diagnostik der SBP mit der Frage nach Sensitivitat und Spezifitat
dieses Testverfahrens untersucht. Es ergab sich eine deutlich geringere Sensitivitat von
nur 45,3% bei einer Spezifitat von 99,2%. Die Autoren vertreten daher im Gegensatz zu
den vorherigen Ergebnissen mit deutlich kleineren Fallzahlen die Ansicht, dass die
Teststreifen zwar erganzend zur standardmafligen Aszitesuntersuchung verwendet

werden kénnten, diese aber keinesfalls ersetzen durften.
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1.7 Fragestellung

1. Welchen diagnostischen Stellenwert hat der Nachweis bakterieller DNA im
Vergleich zum Goldstandard (>250 Granulozyten/ul im Aszites)?

2. Gibt es eine Assoziation zwischen dem Nachweis bakterieller DNA und
Entziindungszeichen und Leberfunktionsparametern im Vergleich zum
Goldstandard?

3. Wie ist der prognostische Wert des bakteriellen DNA-Nachweises in Bezug auf das

Uberleben im Vergleich zum Goldstandard?

4. Stellt die Verwendung von Teststreifen eine sinnvolle Ergdnzung in der
Aszitesuntersuchung dar und/oder kann sie die bisherige Standardanalyse des

Aszites sogar ersetzen?
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2 Patienten und Methoden
2.1 Patienten

Zwischen Marz 2006 und November 2007 wurden 151 stationare Patienten, darunter

46 Frauen und 119 Manner mit Leberzirrhose und Aszites untersucht.

Ein- und Ausschlusskriterien:
- eine Leberzirrhose

- Alter > 18 Jahre
- Nachweis von punktionswirdigem Aszites

- vorliegende Einverstandniserklarung

- Alter <18 Jahre
- fehlende Einverstandniserklarung

- Kontraindikation zur Aszitespunktion: unzureichender Gerinnungsstatus

Die Durchfihrung der Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Universitat Bonn genehmigt.

Im Anschluss an das Feststellen der Einschlusskriterien und bei Vorliegen der
Einverstandniserklarung erfolgte die genauere Anamnese und Klinische Untersuchung
des Patienten. Dabei wurden folgende Parameter erfasst:

- Ursache der Leberzirrhose

- Antibiotische Therapie zum aktuellen Zeitpunkt oder um weniger als 1 Woche
zurlckliegend

- Kdrpertemperatur

- Blutdruck und Herzfrequenz

- Abdomineller Druck

- Schmerzen

- Dyspnoe

- Ubelkeit

- Enzephalopathie-Grad nach den Westhaven-Kriterien
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Die Festlegung der klinischen Beschwerden erfolgte durch den Patienten selber, indem
er den Schweregrad seines abdominellen Druckes, seiner Luftnot und seiner Ubelkeit
auf einer Punkteskala von 0-3 (0: gering, 3: sehr stark), seiner Schmerzen auf einer
Skala von 1-10 (1: gering, 10: sehr stark) festlegte.

Der Enzephalopathie-Grad (nach den Wetshaven Kriterien) wurde anhand des
Zahlenverbindungstests (Number Connection Test), der zur Schweregradeinteilung der
Hepatischen Enzephalopathie  herangezogen wird, sowie nach dem Kklinischen Bild
erfasst.

Laborchemische Parameter des Blutes:

Nach der Punktion einer peripheren Vene zur Blutentnahme unter Verwendung einer
EDTA-, einer Serum- und einer Citrat—Monovette (Sarstedt, Nurmbrecht) erfolgte die
Bestimmung der Parameter Albumin, Bilirubin, Kreatinin, Leukozyten, Neutrophile
Granulozyten, Thrombozyten und Quick-Wert bzw. INR im Institut fur Klinische

Biochemie der Universitatsklinik Bonn.

Anhand der laborchemischen Parameter wurde der Leberdekompensationsgrad des
jeweiligen Patienten ermittelt. Zum einen erfolgte anhand folgender Formel die
Bestimmung des MELD (Model for End-Stage Liver Disease):

10 x [0,975 In(Serumkreatinin in mg/dl) + 0,378 In(Serumbilirubin in mg/dl) + 1,12
IN(INR) + 0,643]

AulRerdem wurde aus den Parametern Albumin, Quick-Wert bzw. INR, Bilirubin,
Hepatischen Enzephalopathiegrad und der Aszitesmenge der Child-Pugh-Score
berechnet.



30

2.2 Durchfiuhrung der Aszitespunktion

Zunachst wurde sonographisch die Punktionsstelle an einem typischen Ort aufgesucht
und markiert. Anschlie3end erfolgte die dreimalige Desinfektion mit Povidon-lod-L&sung
(Betaisodona®) getrankten sterilen Tupfern. Nach einer ausreichenden Wartezeit, in der
das Desinfektionsmittel trocknen konnte, erfolgte die Durchfiihrung eines Hautabstriches
zum mikrobiellen Nachweis von Hautkeimen.

Anschlieend erfolgte die Abnahme des Aszites nach den ublichen hygienischen
Richtlinien und sterilen Bedingungen.

Zur laborchemischen Bestimmung wurden zwei EDTA-, eine Serum- und eine Glucose-

Monovette (Sarstedt, Nurmbrecht) mit Aszitespunktat gefullt.

2.3 Untersuchung des Punktats

2.3.1 Bestimmung von Gesamtzellzahl und laborchemischen Parametern

Die maschinelle Gesamtzellzahlbestimmung und die Bestimmung der Parameter
Albumin, Bilirubin, Gesamteiweil3, Glucose und LDH erfolgte im Institut fr Klinische

Biochemie der Universitat Bonn.

2.3.2 Zytologische Untersuchung

Die manuelle mikroskopische Zellzahlbestimmung und Zelldifferenzierung wurde im

Hamatologischen Labor durchgefihrt.

2.3.3 Mikrobiologische Untersuchung

Die Beimpfung von drei Bakterienkulturflaschen (Bactec Plus+ Aerobic, Bactec Plus+
Anaerobic und Bactec Plus+ Mycosis, Becton, Dickinson and Company, Sparks, Ireland)
mit jeweils 10 ml Aszites erfolgte am Bett.

Im unmittelbaren Anschluss an die Beimpfung erfolgte der Transport in das Institut far
Mikrobiologie der Universitatsklinik Bonn. Dort wurden die Auswertung und das Erstellen

eines Antibiogramms bei positivem Ergebnis durchgefihrt.
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2.3.4 Urinstix-Analyse

Das Auftragen der Aszitesfliissigkeit auf die Teststreifen der Firmen Bayer (Multistix®
10SG) und Roche (Combur®) erfolgte unmittelbar im Anschluss an die Aszitespunktion.

Die Leukozytenanzahl wurde 2 min nach dem Auftragen abgelesen.

Prinzip der Teststreifen

Das Prinzip des Leukozytennachweises durch die Teststreifen beruht auf der
Esteraseaktivitat der Leukozyten. Das Testfeld enthalt einen Indoxylester, der in
Anwesenheit von Leukozyten hydrolysiert wird und anschlieBend mit einem
Diazoniumsalz zu einem violetten Farbstoff reagiert. Die Farbreaktion fallt umso starker
aus, je mehr Leukozyten sich in der zu untersuchenden Flissigkeit befinden. Anhand
einer Farbskala wird die Intensitat der Verfarbung quantifiziert und ein Zellzahlbereich
ermittelt.
Die Teststeifen der Firma Roche besitzen vier Farbfelder fur die Bestimmung der
Leukozytenanzahl:

e Negativ

e 1+ :entspricht 20-25 Leukozyten/ul

e 2+ :entspricht 75 Leukozyten/ul

e 3+ : entspricht 500 Leukozyten/pl.
Die Teststreifen der Firma Bayer unterscheiden funf Farbintensitaten:
Negativ

e Spur: entspricht 15 Leukozyten/pl

e 1+: entspricht 70 Leukozyten/ul

e 2+: entspricht 125 Leukozyten/ul

e 3+: entspricht ca. 500 Leukozyten/pl
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Abbildung 3: Foto der Multistix®- und der Combur®-Teststreifen

2.3.5 PCR
Fur die PCR-Methodik wurden jeweils 50 ml Aszitespunktat in Cellstar PP Test-tubes

(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) und 10 ml Blut in EDTA-Monovetten (Sarstedt,
Nurmbrecht) asserviert und bis zur Weiterverarbeitung maximal drei Tage bei 4°C
gelagert.

Die weitere Praparation und die Durchfiihrung der PCR erfolgte im Labor der Klinik fur

Anasthesie und Spezielle Intensivmedizin der Universitat Bonn.
2.4 Echtzeit-Polymerasekettenreaktion-Methode

Bei dem LightCycler® SeptiFast Test Mgrade (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
handelt es sich um einen in vitro-Nukleinsaure-Amplifikationstest fir den Nachweis und
die Identifizierung bakterieller und fungaler DNA von Mikroorganismen. Dabei kdnnen
die in Tabelle 2 und 3 aufgefihrten Mikroorganismen nachgewiesen werden.

Die Mindestsensitivitdt betragt fur alle Spezies 30 CFU/ml, mit Ausnahme von
Staphylokokkus epidermidis, Staphylokokkus haemolyticus, Streptokokkus agalactiae,
Streptokokkus pyogenes, Streptokokkus pneumoniae, Streptokokkus mitis und Candida
glabrata (100 CFU/mI).

Der LightCycler® SeptiFast Test Mgrade basiert im Wesentlichen auf drei

Verfahrensschritten:
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- Probenvorbereitung anhand von mechanischer Lyse und DNA-Aufreinigung

- Amplifikation der Ziel-DNA in drei parallelen Reaktionen (grampositive und
gramnegative Bakterien und Pilze) und Detektion durch spezielle Hybridisierungssonden
mit Echtzeit-PCR

- Automatische Identifizierung von Spezies und Kontrollen

Die Probenvorbereitung und der Aufbau der PCR-Reaktions-Station wurden auf einer
Sterilbank durchgefihrt. AuRerdem wurden sterile puderfreie Handschuhe getragen. Alle
verwendeten Instrumente wurden vor der Vorbereitung durch UV-Bestrahlung oder

Dekontaminations-Reagenz von bakterieller DNA befreit.

Gram (-) Gram (+) Pilze

Escherichia coli Staphylokokkus aureus Candida albicans
Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) |CONS* Candida tropicalis
Serratia marescens Streptokokkus pneumoniae |Candida parapsilosis
Enterobacter (cloacae/aerogenes) [Streptokokkus spp.** Candida glabrata
Proteus mirabilis Enterokokkus faecium Candida krusei
Pseudomonas aeruginosa Enterokokkus faecalis Aspergillus fumigatus
Acinetobacter baumanii***

Stenotrophomonas maltophilia

Tabelle 2: Bakterienspezies, die mit dem LightCycler® SeptiFast Test Mgrade nachgewiesen
werden kénnen

* koagulasenegative Staphylokokken: siehe Tabelle 3B

** Streptokokkus Spezies: siehe Tabelle 3A
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B

Streptokokkus spp.

Koagulasenegative Staphylokokken
(CoNS)

Streptokokkus agalactiae
Streptokokkus anginosus
Streptokokkus bovis
Streptokokkus constellatus
Streptokokkus cristatus
Streptokokkus gordonii
Streptokokkus intermedius
Streptokokkus milleri
Streptokokkus mitis
Streptokokkus mutans
Streptokokkus oralis
Streptokokkus parasanguinis
Streptokokkus pneumoniae
Streptokokkus pyogenes
Streptokokkus salivarius
Streptokokkus sanguinis
Streptokokkus thermophilus
Streptokokkus vestibularis
Streptokokkus viridans

Tabelle 3: Spezies der

A) Gruppen der Streptookkus spp.

Staphylokokkus hominis spp. Novobiosepticus
Staphylokokkus pasteuri

Staphylokokkus warneri

Staphylokokkus cohnii spp. Urealyticum
Staphylokokkus hominis spp. Hominis
Staphylokokkus lugdunensis

Staphylokokkus cohnii spp. Cohnii
Staphylokokkus capitis spp. Capitis
Staphylokokkus caprae

Staphylokokkus saprophyticus

Staphylokokkus xylosus
Staphylokokkus epidermidis
Staphylokokkus haemolyticus

Staphylokokkus saprophyticus spp. saprophyticus

B) koagulasenegativen Staphylokokken (CoNS), die anhand des LightCycler® SeptiFast
Tests Mgrade positiv getestet werden
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2.4.1 Probenvorbereitung

Zunachst erfolgte die Zentrifugation von 50 ml Aszitesflissigkeit bei 4500 rpm fur 15
min. AnschlieBend wurden 45 ml Uberstand abgesaugt und die restlichen 5 ml gemischt.
Von diesen 5 ml wurden 1,5 ml in Lysis Tubes gefillt und im MagNA Lyser® System
(Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim) 30 Sekunden bei 6500 rpm einer mechanischen
Lyse unterzogen. 1,5 ml des ventdsen Blutes wurden ohne vorherige Zentrifugation
direkt in Lysis Tubes gefillt. Die weiteren Schritte waren dieselben wie bei der
Aufbereitung der Aszitesflissigkeit.

Im Anschluss an die Lyse wurde die bakterielle DNA unter Verwendung des SeptiFast
Prep Kits Mgrade (Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim) entsprechend der
Empfehlungen des Herstellers prapariert.

1 ml der lysierten Proben wurden bei 56°C fur 15 min unter geringem Schutteln mit einer
Protease und einem chaotropischen Lysepuffer (bestehend aus 50% Guanidin-
Thiocyanat, 20% Triton X-100, 2% Proteinkinase A) inkubiert. Durch diesen Puffer wird
die Nukleinséaure freigesetzt und vor DNAsen im Aszites bzw. Blut geschiitzt.

Zusammen mit dem Lysereagenz wurden in jede Probe 10 ul interne Kontrolle (IC)
gegeben, die aus synthetischen doppelstrangigen DNA-Molekilen besteht. Die DNA-
Molekile weisen die gleichen Primer-Bindungsstellen auf wie die Zielsequenzen. Da die
IC einmalige HybProbe-Sonden-Bindungsregionen enthdlt, kann die amplifizierte IC vom
zielspezifischen Amplifikat unterschieden werden.

Es folgte die Zugabe eines Bindungspuffers (1000 ul). AnschlieBend wurde das
Gemisch in eine Filtersaule mit einem Glasfaser-Filtereinsatz gegeben (1900 g; 3 min).
Die Ziel-DNA band an die Oberflache der Glasfaser. Ungebundene Substanzen (Salze,
Proteine und andere Zellfragmente) wurden in zwei Waschvorgangen, zunachst (4200
g; 2 min) mit 1800 ul Inhibitor Removal-Puffer (enthalt 50% Guanidin-Thiocyanat, 40%
Ethanol, Tris-HCI-Puffer) und anschlielend (4200 g; 10 min) mit 1600 pl Waschpuffer
(enthélt 0,2% NaCl, 80% Ethanol, Tris-HCI-Puffer) entfernt. Die absorbierten
Nukleinsauren wurden nach 5-mindtiger Inkubation mit 100 pl 70°C-heiRem
Elutionspuffer eluiert, bei 4200 g fur 2 min zentrifugiert und die Eluate einer PCR-

Analyse unterzogen.
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2.4.2 Amplifikation und Detektion mit Echtzeit-PCR

Wabhl der Zielsequenz

Bei der Echtzeit-PCR werden sogenannte ITS-Regionen (Internal Transcribed Spacer)
als Zielregionen fir die Bindung von Primern und HybProben-Sonden gewahlt. Da sich
in bakteriellen und fungalen Genomen mehrere Operone befinden, verfligt diese Region
Uber eine hohere analytische Sensitivitat als single-copy-Gene. Daruber hinaus ist sie
speziesspezifischer als ribosomale RNAs.

Bei Bakterien befindet sie sich zwischen den 16S- und 23S-Sequenzen der ribosomalen

DNA, bei Pilzen zwischen den 18S- und 5,8S-Sequenzen.

Amplifikation mit dem LiqhtCycIer® 2.0 Anlagesystems

Das Eluat wurde drei verschiedenen PCR Reaktionen unter Verwendung des Light
Cycler® SeptiFast Kits Mgrade (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) unter Einhaltung
der Empfehlungen des Herstellers unterzogen.

50 pl Probeneluat wurden zu 50 pl des sogenannten Master Mix, einem
Amplifikationsgemisch mit ,FastStart*-Tag-Polymerase in den LightCycler® Kapillaren
(100 pl) gegeben, in denen die PCR-Amplifikation stattfand.

Der Master-Mix enthalt die FastStart Tag-Polymerase, das Enzym Uracil-N-Glykosylase,
dNTPs (Desoxyneukleotid-triphosphate) und den Detektionsmix fir grampositive oder
gramnegative Bakterien oder Pilze. Das Enzym Uracil-N-Glykosylase erkennt
deoxyuridinhaltige DNA und katalysiert deren Zerstorung. Desoxythimidinhaltige DNA
wird dagegen nicht erkannt. Da bei jeder Amplifikation Desoxyuridintriphosphate anstelle
von Desoxythimidintriphosphaten eingebaut wird, verringert es so das Risiko einer
potenziellen Verunreinigung des Amplifikats.

Tabelle 4 zeigt das nun ablaufende Amplifikationsprogramm.
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Programm Temperatur (°C) Dauer (sec) Zyklenanzahl
Inkubation 40 300 1
Denaturierung 95 600 1
Amplifikation | 95 15 15
58 50
72 40
Amplifikation Il 95 15 30
50 50
72 40
Schmelzkurve 95 60 1
40 60
80 0
Abkuhlung 40 30 1

Tabelle 4: Amplifikations- und Schmelzkurvenprofil des LightCycler® 2.0 Anlagesystems

Parallel wurde ein Gemisch von Zielsequenzen in den Reagenzkontrollen fur
grampositive und gramnegative Bakterien und Pilze, sowie Negativkontrollen

amplifiziert.
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Echtzeit-Detektion von PCR-Produkten mit HybProbe-Sonden

Ein spezifisches Paar HybProbe-Sonden diente dem Nachweis des Amplifikats mittels
Fluoreszenz. Wéahrend der Bindungsphase des Amplifikationszyklus hybridisierten diese
fluoreszenzmarkierten HybProbe-Sonden an eine interne Sequenz des amplifizierten
Fragments. Die emittierte Floureszenz wurde in einem von vier verschiedenen
Detektionskanalen des Light Cycler® 2.0 Analysesystems gemessen.

Im Anschluss an die Amplifikation wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Die
Schmelztemperatur Tm war von der Lange, der Sequenz und dem Homologiegrad
zwischen Sonde und Ziel-DNA abhéangig.

Die Detektion der Fluoreszenz in einem der vier Kandle diente dem Nachweis der

Spezies. Anhand der Schmelztemperatur Tm erfolgte die weitere Differenzierung.

2.4.3 ldentifizierung von Spezies und Kontrollen

Die Schmelztemperaturen Tm der Proben werden mit einer speziellen
Identifizierungssoftware (SIS; SeptiFast ldentification Software, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) analysiert.

Nach der Vollendung jedes Durchlaufs des LightCycler® 2.0 Anlagesystems wurden alle
Schmelzkurven manuell mit vertikalen Strichen markiert. Sobald ein Strich gesetzt war,
berechnete die Software automatisch den Schmelzpunkt (Tm) und die Hohe des
entsprechenden Peaks. Im Vorfeld waren spezifische Tm-Grenzen fir jedes
Schmelzpunktmaximum gesetzt worden.

Dieser Ablauf wurde fir alle vier Detektionskanale und mit allen drei Essays (Gram+,
Gram-, Funghi) durchgefuhrt (siehe Abbildung 4).

Abbildung 5 zeigt die Schmelzkurven dreier Spezies.
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A
Channel Proteus mirabilis
610 Serratia marcescens
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640 Kiebsiella oxytoca
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Chamnel | Candida krusei
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Chamnel | Candida parapsilosis
705 | Candida tropicalis
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Abbildung 4: Detektionskanale, des LightCycler® 2.0 Anlagesystems und Schmelzpunkte aller
mit dem LightCycler nachweisbaren Mikroorganismen

A gramnegative Bakterien, B grampositive Bakterien, C Pilze

(aus: Lehmann et al., 2008)
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Abbildung 5: Beispiele spezies-charakteristischer Schmelzkurven, die

die Identifizierungsssoftware des LightCycler® SeptiFast Test Mgrade erstellt
A K.oxyteca(Tm=61°C),

B S.aureus (Tm=62°C),

C C.albicans (Tm=55°C) und interne Kontrolle (Tm=46°C)

(aus: Lehmann et al., 2008)

2.5 Verlaufskontrolle

Drei Monate nach der Rekrutierung des letzten Patienten wurden die Uberlebenszeiten
und die eventuellen Todesursachen aller Patienten erfasst. Hierzu wurden zunéchst die
Datenbanken der Univeritatsklinik im Hinblick auf Informationen Uber den
Krankheitsverlauf des Patienten ausgewertet. Ergab sich daraus kein Hinweis auf die
Uberlebensdauer des Patienten, wurden die Patienten selbst oder deren Hausarzte oder

Angehorige kontaktiert.
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2.6 Statistik

Alle Analysen wurden mit der SPSS Version 14.0 fir Windows® (Chicago, lllinois, USA)
durchgefuhrt.

Anhand einer Vierfeldertafel wurden Sensitivitdt, Spezifitat, positiv und negativ
pradiktiver Wert des Nachweises bakterieller DNA durch die PCR flr die Diagnose einer
SBP, definiert durch den Goldstandard (>250 Granulozyten/pl Aszites) berechnet.

Es wurden jeweils Gruppen gebildet aus Patienten mit und ohne SBP nach dem
Goldstandard bzw. mit und ohne Nachweis bakterieller DNA durch die PCR und diese
miteinander verglichen. Dazu wurden Mittelwert und Standardabweichung bei
numerischen Merkmalen und Median und Interquartarer Abstand (IQR) bei ordinalen
Merkmalen bestimmt. AufRerdem wurde ein T-Test fir unabhangige Stichproben bei
gleichen Varianzen durchgefuhrt.

Im ANOVA-Modell wurde uni- und multivariat der pradiktive Wert von im Blut und
Aszites bestimmten Parametern fur den Nachweis einer SBP nach dem Goldstandard
bzw. bakterieller DNA im Aszites getestet.

Das Uberleben wurde mittels Kaplan-Meier-Analyse und Logrank-Test berechnet.

Fur die Teststreifen wurden mithilfe von Vierfeldertafeln Sensitivitat, Spezifitat, positiv
und negativ pradiktiver Wert ermittelt.

Die Tabellen und Abbildungen entstammen dem Programm SPSS 14.0 (Chicago,

lllinois) und Microsoft Excel, Version 2003.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

151 Patienten mit Leberzirrhose und Aszites, die sich zwischen April 2006 und
November 2007 stationdr in der Medizinischen Klinik | der Universitatsklinik Bonn
vorstellten, wurden prospektiv erfasst. Unter den Patienten befanden sich 110 Manner
(73%) und 41 Frauen (27%). Das durchschnittliche Alter betrug 57 Jahre.

Bei 40% der Patienten (74 Patienten) lag zum Untersuchungszeitpunkt ein
Leberzirrhosegrad Child-Pugh-Score C vor, bei 44% (68 Patienten) ein Score B. Die
restlichen 6% (9 Patienten) hatten einen Child-Pugh-Score A.

Die haufigste Ursache der Leberzirrhose war Alkoholabusus (90 Patienten bzw. 60%).
Andere Ursachen waren Hepatitis B (10 Patienten/7%), Hepatitis C (7 Patienten/5%),
Autoimmunhepatitis (2 Patienten/1%), PBC und PSC (zusammen 5 Patienten/3%)
neben selteneren Ursachen bei 37 Patienten (24%).

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht (ber die Charakteristika der in die Studie

eingeschlossenen Patienten.
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Mittelwert Anzahl | prozentualer
(SD) n Anteil
Alter 57 (+ 12)
m/iw mannlich 110
weiblich 41
Child-Pugh-Score A 9 6,0%
B 68 45,0%
C 74 49,0%
MELD-Score 17 (x7)
Erkrankungsursache | Alkohol 90 59,6%
Kryptogen 28 19,3%
HBV 10 6,6%
HCV 7 4,6%
PSC 4 2,6%
Hamochromatose 3 2,0%
Autoimmunhepatitis 2 1,3%
Kardial 2 1,3%
Budd-Chiari- > 1,3%
Syndrom
PBC 1 0,7%
Alphal-Antitrypsin- 1 0.7%
Mangel

Tabelle 5: Patientencharakteristika
(HBV: Hepatitis-B-Virus, HCV: Hepatitis-C-Virus,
PSC: Primar sklerosierende Cholangitis, PBC: Primar biliare Zirrhose)
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3.2 Haufigkeiten des Auftretens einer Spontan bakteriellen Peritonitis und des

Erregernachweises durch die Bakterienkulturmethode oder die PCR-Methode

Eine Spontan bakterielle Peritonitis nach Goldstandard (Granulozyten im Aszites
>250/ul) fand sich bei 18 Patienten (12%).

5 Patienten (28%) mit SBP nach Goldstandard hatten zuséatzlich einen positiven
Nachweis von Bakterien in der Bakterienkultur. Zwei Patienten wiesen einen
Bakteraszites (Nachweis von Bakterien im Aszites ohne Erhdhung der Neutrophilenzahl
im Aszites) auf. Bei 18 Patienten (12%) konnte bakterielle DNA im Aszites durch die
PCR nachgewiesen werden. Darunter waren 5 Patienten (28%) mit SBP. Die Sensitivitat
des PCR-Verfahrens zum Nachweis einer SBP betragt damit 28% bei einer Spezifitat
von 90%, einem positiv pradiktiven Wert von 28% und einem negativ pradiktivem Wert
von 90%. Die Sensitivitat der Bakterienkultur betragt 28% bei einer Spezifitdt von 99%,
einem positiv pradiktiven Wert von 71% und einem negativ pradiktiven Wert von 91%.
Die Asziteskultur und die PCR stimmten bei drei Patienten in dem Nachweis der
Bakterienspezies bzw. bakterieller DNA Uberein (siehe Abbildung 6 und Tabellen 6-8).

3.3 Nachgewiesene Keime durch Bakterienkultur und PCR

Staphylokokkus aureus war der am héaufigsten nachgewiesene Erreger durch die PCR
(33,3%), gefolgt von Enterobacter cloacae (19%) und E.coli (11%). Weiterhin wurden
Candida albicans, Enterokokkus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pneumokokken,
Pseudomonas aeruginosa und Stenotrophomonas maltophilia nachgewiesen (jeweils
5,6%) (siehe Tabelle 9).

Die Asziteskultur wies bei 7 Patienten 8 verschiedene Erreger nach: Candida albicans,
Candida glabrata, Enterokokkus gallinarum, Pneumokokken, Salmonellen,
Staphylokokkus aureus, koagulasenegative Staphylokokken und vergriinende
Streptokokken.

Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die nachgewiesenen Erreger durch die Asziteskultur

und die PCR und die jeweilige Zellzahl im Aszites.
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SBP nach Goldstandard

12

bakterieller

Nachweis bakterieller DNA

13

Abbildung 6: Ubereinstimmungen zwischen Patienten mit SBP nach Goldstandard, Nachweis
bakterieller DNA und bakterieller Nachweis in der Kultur (die Zahlen beziehen sich auf die
Anzahl Patienten in den unterschiedlichen Gruppen)

PCR keine SBP SBP Gesamt
negativ 120 13 133
positiv 13 5 18
Gesamt 133 18 151

Tabelle 6: Anzahl der Patienten mit/ohne SBP nach Goldstandard
mit/ohne Nachweis bakterieller DNA durch die PCR
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Asziteskultur keine SBP SBP Gesamt
negativ 131 13 144
positiv 2 5 7
Gesamt 133 18 151

Tabelle 7: Anzahl der Patienten mit/ohne SBP nach Goldstandard mit/ohne
bakteriellem Nachweis in der Kultur

positiv negativ
pradiktiver Wert | pradiktiver Wert
Sensitivitat (%)| Spezifitat (%) (%) (%)
Bakterienkultur 27,8 98,5 71,4 91,0
PCR 27,8 90,2 27,8 90,2

Tabelle 8: Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert
der Bakterienkulturmethode und der PCR-Untersuchung zum Nachweis einer
SBP nach Goldstandard
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Neutrophile/

Gesamtzellzahl/

Patientennr. |Bakterielle DNA Bakterienkultur pl im Aszites |ul im Aszites
2 Staphylokokkus.aureus |Negativ 10 350

14 MRSA Negativ 400 900
Stenotrophomonas

18 maltophilia Negativ 30 300

34 Candida albicans Candida albicans+glabrata 2800 3970

61 Enterokokkus faecalis  |Negativ 10 210

64 Enterobacter cloacae Negativ 10 160

76 Staphylokokkus aureus |Negativ 10 160
Staphylokokkus

77 aureus Negativ 0 200

80 Staphylokokkus aureus |Negativ 184 460
Pseudomonas

81 aeruginosa Negativ 0 150

85 E.coli Negativ 0 60

86 Negativ Negativ 5 170

89 Pneumokokken Pneumckokken 385 1720

97 Staphylokokkus aureus |Staphylokokkus aureus 300 560

99 Enterobacter cloacae Negativ 2 110
Enterobacter cloacae,

115 Klebsiella pneumoniae |Negativ 30 190

117 Staphylokokkus aureus |Negativ 0 100
Pseudomonas

121 aeruginosa Negativ 93 930

139 E.coli vergriinende Streptokokken 300 600

13 Negativ Enterococcus gallinarum 1856 2320

118 Negativ koagulaseneg.Staphylokokken 175 620

164 Negativ Salmonellen 0 170

Tabelle 9: Vergleich zwischen den Ergebnissen der PCR, der Bakterienkultur und

der Neutrophilenanzahl im Aszites
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3.4 Nachweis bakterieller DNA im Blut durch die PCR

Bakterielle DNA im vendsen Blut fand sich bei zwei Patienten. Dabei handelte es sich
einmal um einen multiresistenten Staphylokokkus aureus, der zudem im Aszites durch
die PCR nachgewiesen wurde, und einmal um Staphylokokkus aureus, der im Aszites
nicht nachgewiesen werden konnte. Der Patient mit Nachweis des multiresistenten
Staphylokokkus aureus hatte gleichzeitig eine Spontan bakterielle Peritonitis nach
Goldstandard.

3.5 SBP und antibiotische Therapie zum Zeitpunkt der Aszitespunktion

48 Patienten (32%) wurden zum Zeitpunkt der Punktion oder bis zu drei Tage vorher
antibiotisch therapiert. Die dabei verabreichten Antibiotika sind in Tabelle 10 aufgelistet.
Tabelle 11 zeigt die verwendeten Antibiotika bei Patienten mit positiver Bakterienkultur.
3 Patienten (60%) mit SBP nach Goldstandard und positiver Bakterienkultur erhielten
eine antibiotische Therapie, darunter zweimal die Kombination Ampicilllin+Sulbactam
und einmal die Kombination Ampicilin+Sulbactam+Metronidazol.

Im Gegensatz dazu wurden nur 5 Patienten (38,5%) mit SBP nach Goldstandard, aber
negativer Bakterienkultur zum Zeitpunkt der Punktion oder bis zu drei Tage vorher
antibiotisch therapiert. Hier fanden sich als Therapeutika Ampicillin, Ciprofloxacin,
Flucloxacillin, Levofloxacin oder Moxifloxacin. Das Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests
weist keinen Zusammenhang zwischen antibiotischer ~ Therapie und
Bakterienkulturnachweis nach (siehe Tabelle 12).

Auch zwischen dem Nachweis bakterieller DNA und der Gabe von Antibiotika I&sst sich
kein Zusammenhang feststellen. 8 von 18 Patienten (44,4%) mit Nachweis bakterieller
DNA im Aszites und 40 von 133 Patienten mit negativer PCR (30,1%) wurden
antibiotisch therapiert (siehe Tabelle 13).

Tabelle 14 zeigt das Auftreten einer SBP nach Goldstandard ohne und mit antibiotischer
Therapie. 8 Patienten mit einer Therapie (16,7%), 10 Patienten ohne Therapie hatten
eine SBP auf (9,7%). Das Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests weist auch hier keinen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer SBP und einer antibiotischen Therapie
nach (siehe Tabelle 14).
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Antibiotika Anzahl Anteil in Prozent

Keine antibiotische Therapie 103 68,2%

antibiotische Therapie 48 31,8%

Levofloxacin

H
\I

Ciprofloxacin

Ampicillin+Sulbactam

Metronidazol

Ceftriaxon

Moxifloxacin

Levofloxacin, Vancomycin

Levofloxacin, Metronidazol

Flucloxacillin

Ciprofloxacin, Meronem

Ceftriaxon, Levofloxacin

Ampicillin+Sulbactam, Metronidazol

RlRr|(kRr|lRr|Rr|[R]R]R[N]|wW] o[

Ampicillin+Sulbactam, Levofloxacin

Ampicillin 1

Tabelle 10: Anzahl der unterschiedlichen verabreichten Antibiotika

Asziteskultur Neutrophile/ul im Aszites|antibiotische Therapie

Enterokokkus gallinarum 1856 Ampicillin, Sulbactam

Candida glabrata, Candida

albicans 2800 Ampicillin, Sulbactam
Ampicillin, Sulbactam,

Staphylokokkus aureus 300 Metronidazol

Pneumokokken 385 -

Vergrinende Streptokokken [300 -

Koagulasenegative
Staphylokokken 187 Ceftriaxon

Salmonellen 0 -

Tabelle 11: Keimspektrum, Anzahl Neutrophiler Granulozyten und antibiotische Therapie
der kulturpositiven Aszitespunktate
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antibiotische

keine antibiotische

Chi-Quadrat nach

Therapie Therapie Pearson
SBP+, Bactec+ 3 2 0,678
SBP+, Bactec- 5 8

Tabelle 12: Anzahl Patienten mit/ohne antibiotischer Therapie mit SBP und positiver (SBP+,
Bactec+) bzw. negativer (SBP+, Bactec-) Bakterienkultur und Chi-Quadrat-Test

antibiotische

keine antibiotische

Chi-Quadrat nach

Therapie Therapie Pearson
PCR+ 8 10 1,51
PCR- 40 93

Tabelle 13: Anzahl Patienten mit/ohne antibiotischer Therapie mit (PCR+) bzw. ohne (PCR-)
Nachweis bakterieller DNA durch die PCR und Chi-Quadrat-Test

Chi-Quadrat nach
SBP Keine SBP Pearson
antibiotische
Therapie 8 40 1,51
keine antibiotische
Therapie 10 93

Tabelle 14: Anzahl des Auftretens einer SBP nach Goldstandard bei Patienten mit bzw. ohne

antibiotische Therapie
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3.6 Vergleich klinischer und laborchemischer Parameter zwischen Patienten mit
bzw. ohne SBP

Hinsichtlich des Leberfunktionsgrades sowie klinischer Parameter wie Schmerzen,
Luftnot, Ubelkeit, abdomineller Druck und Korpertemperatur unterscheiden sich
Patienten mit SBP nicht von Patienten ohne SBP.

Vergleicht man die laborchemischen Parameter Albumin, Kreatinin, CRP, Bilirubin, INR,
Thrombozyten und Leukozyten im Blut, so fallt auf, dass Patienten mit SBP einen
signifikant niedrigeren Albuminwert und einen signifikant hoéheren CRP- und
Leukozytenwert (Signifikanzniveau p<0,05) aufweisen.

Hinsichtlich der Aszitesparameter unterscheiden sich Patienten mit bzw. ohne SBP in
der HOhe des LDH-Wertes.

Die Tabellen 15-18 zeigen Median (IQR) bzw. Mittelwert (Standardabweichung) der
Leberfunktionsgrade (Child-Pugh-Punkte und MELD-Score) und der klinischen und

laborchemischen Parameter von Patienten mit bzw. ohne SBP.

SBP Keine SBP
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) Signifikanz p
Child-Pugh-Punkte 11 (+10,8) 10 (+1,8) >0,05
MELD-Score 17,3 (+ 6,6) 16,8 (+ 7,4) >0,05

Tabelle 15: Childpunkte und MELD-Score der Gruppen SBP nach Goldstandard bzw. keine SBP
nach Goldstandard (SD: Standardabweichung)

Klinische Parameter SBP Keine SBP
Median (IQR) Median (IQR) Signifikanz p
Schmerzen 1(1,4) 1(1,3) >0,05
Luftnot 3(0,6) 0 (0,6) >0,05
Ubelkeit 0 (0,0) 0 (0,0) >0,05
abdomineller Druck 4.5 (3,6) 3 (0,6) >0,05
Mittelwert (SD) | Mittelwert (SD)
Korpertemperatur (°C) 36,5 (0,8) 36,0 (3,6) > 0,05

Tabelle 16: Klinische Parameter der Gruppen SBP nach Goldstandard bzw. keine SBP nach
Goldstandard (IQR:Interquartarer Abstand; SD: Standardabweichung)
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Laborparameter im
Blut SBP keine SBP
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) Signifikanz p

Albumin (g/l) 22,8 (£ 4,9) 27,6 (£ 6,7) 0,004
Kreatinin (mg/dl) 1,6 (x0,7) 2,7(x11,4) >0,05
CRP (mg/l) 74,2 (£ 54,3) 22,9 (= 20,0) 0,000
Bilirubin (mg/dl) 6,2 (£ 9,8) 4,3 (£6,8) >0,05
INR 1,3(x0,2) 1,41 (£ 0,6) >0,05
Thrombozyten (G/I) 166,3 (+ 142,7) 1445 (+ 82) >0,05
Leukozyten (G/I) 10,8 (x 7,0) 7,3 (£ 3,9) 0,002

Tabelle 17: Laborparameter des Blutes der Gruppen SBP nach Goldstandard bzw. keine SBP
nach Goldstandard (SD: Standardabweichung)

Aszitesparameter SBP keine SBP
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) Signifikanz p
LDH (U/l) 105,9 (£ 64,6) 64,8 (£ 35,9) 0,00
Albumin (g/l) 7,0 (£4,9) 7,6 (x7,8) >0,05
Gesamteiweil3 (g/l) 16 (x 10) 19 (x 13) >0,05
Glukose (mg/dl) 117,4 (x 30,6) 134,9 (+ 61,0) >0,05
Granulozyten/pl 816,1 (+ 830,5) 22,1 (£ 39,0)
Gesamtzellzahl/ul 1386,7 (+ 1149,6) 267,7 (£ 204,5)
Serum-Aszites-
Albumingradient (g/l) 16,69 (+ 5,43) 20,09 (£ 8,06) >0,05

Tabelle 18: Laborparameter des Aszites der Gruppen SBP nach Goldstandard bzw. keine SBP
nach Goldstandard (SD: Standardabweichung)

Auf die Berechnung der Signifikanz p fur die Granulozytenanzahl und die Gesamtzellzahl im
Aszites wurde bewusst verzichtet, da die Granulozytenanzahl als Goldstandard fiir die SBP-
Diagnostik dient.
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3.7 Vergleich klinischer und laborchemischer Parameter zwischen Patienten mit

positivem bzw. negativem bakteriellem DNA-Nachweis

Entsprechend des Vergleiches zwischen Patienten mit und ohne SBP wurden Patienten
mit bzw. ohne bakteriellen DNA-Nachweis im Aszites hinsichtlich klinischer und
laborchemischer Parameter verglichen. Die Tabellen 19-22 zeigen jeweils Median und
IQR bzw. Mittelwert und Standardabweichung.

Anhand des t-Testes konnten keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
festgestellt werden.

PCR-positiv PCR-negativ
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) Signifikanz p
Child-Pugh-Punkte 10(x1,3) 10(x1,9) >0,05
MELD-Score 16,9 (x 6,2) 16,9 (x 7,5) >0,05

Tabelle 19: Childpunkte und MELD-Score der Gruppen PCR-positiv bzw. —negativ (SD:
Standardabweichung)

Klinische Parameter PCR-positiv PCR-negativ
Median (IQR) Median (IQR) Signifikanz p
Schmerzen 1(1,4) 1(1,3) >0,05
Luftnot 3(0,6) 0 (0,6) >0,05
Ubelkeit 0 (0,0) 0 (0,0) >0,05
abdomineller Druck 4.5 (3,6) 3 (0,6) >0,05
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD)
Temperatur (°C) 36,2 (0,6) 36,1 (3,6) >0,05

Tabelle 20: Klinische Parameter der Gruppen PCR-positiv bzw. PCR-negativ (IQR:
Interquartarer Abstand; SD: Standardabweichung)
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Laborparameter im
Blut PCR-positiv PCR-negativ
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) Signifikanz p

Albumin (g/l) 24,9 (£ 6,7) 27,3 (£ 6,8) >0,05
Kreatinin (mg/dl) 1,7 (£ 0,8) 2,7 (x11,4) >0,05
CRP (mg/l) 39,1 (x41,9) 27,8 (£ 29,5) >0,05
Bilirubin (mg/dl) 3,1(x2,9) 4,7 (£ 7,6) >0,05
INR 1,3(x0,3) 1,4 (x0,6) >0,05
Thrombozyten (G/I) 134,6 (x 67,1) 148,8 (+ 93,8) >0,05
Leukozyten (G/1) 8,2 (£5,5) 7,7 (£4,4) >0,05

Tabelle 21: Laborparameter des Blutes der Gruppen PCR-positiv bzw. PCR-negativ (SD:

Standardabweichung)
Aszitesparameter PCR-positiv PCR-negativ
Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) Signifikanz p
LDH (U/1) 78,7 (£ 56,9) 68,6 (+ 40,0) >0,05
Albumin (g/l) 6,6 (£3,9) 7,7 (x7,8) >0,05
Gesamteiweil} (g/l) 23 (£ 18) 18 (x 12) >0,05
Glukose (mg/dl) 145,9 (+ 97,6) 130,9 (+ 50,8) >0,05
Granulozyten/ul 253,6 (£ 651,5) 98,2 (+ 329,5) >0,05
Gesamtzellzahl/ul 614,1 (£ 921,9) 378,2 (£ 508,5) >0,05
Serum-Aszites-
Albumin-Gradient
(g/1) 18,2 (£ 8,5) 19,9 (+7,8) >0,05

Tabelle 22: Laborparameter des Aszites der Gruppen PCR-positiv bzw. PCR-negativ (SD:

Standardabweichung)
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3.8 Univariate und multivariate Analysen nach ANOVA

Der pradiktive Wert der folgenden Parameter fur den Nachweis einer SBP nach
Goldstandard bzw. bakterieller DNA im Aszites wurde getestet:

Im Blut bzw. Serum: Albumin, Bilirubin, CRP, INR, Leukozyten, Kreatinin, Thrombozyten
Im Aszites: Albumin, Glukose und LDH.

Nach der univariaten Analyse (Signifikanzniveau p<0,1) sind Albumin und CRP im
Serum, Leukozyten im Blut und LDH im Aszites als pradiktive Parameter fur eine SBP
zu werten. Diese Parameter wurden in einem multivariaten Cox-Modell zur Testung auf
Unabhangigkeit gepruft (p<0,05).

In der multivariaten Analyse (Signifikanzniveau p<0,05) waren Albumin und CRP im
Serum, Leukozyten im Blut und LDH im Aszites signifikant (siehe Tabelle 23 A-B).

Mit dem Nachweis bakterieller DNA war bereits in der univariaten Analyse kein

Parameter assoziiert (siehe Tabelle 24).
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A Univariate Analyse — SBP

Laborparameter F Signifikanz p
Albumin im Serum 8,47 0,00
Bilirubin im Serum 1,17 0,28
CRP im Serum 59,53 0
INR im Serum 0,654 0,42
Kreatinin im Serum 0,171 0,68
Leukozyten im Blut 9,65 0,00
Thrombozyten im Blut 0,91 0,34
Albumin im Aszites 0,10 0,75
LDH im Aszites 16,49 0
Gesamteiweil? im Aszites 0,92 0,36
Glukose im Aszites 1,43 0,23
B Multivariate Analyse - SBP
Abhéngige Variable F Signifikanz p
Albumin im Serum 8,25 0,01
CRP im Serum 57,55 0,00
Leukozyten im Blut 9,04 0,00
LDH im Aszites 15,15 0,00

Tabelle 23:

Univariate (A) und multivariate (B) Analyse von Parametern

fur das Auftreten einer SBP
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Univariate Analyse — PCR

Laborparameter F Signifikanz p
Albumin im Serum 2,11 0,15
Bilirubin im Serum 0,82 0,37
CRP im Serum 2,07 0,15
INR im Serum 0,51 0,48
Kreatinin im Serum 0,13 0,72
Leukozyten im Blut 0,19 0,66
Thrombozyten im Blut 0,38 0,56
Albumin im Aszites 0,33 0,57
LDH im Aszites 0,91 0,34
Gesamteiweild im Aszites 0,19 0,60
Glukose im Aszites 1,04 0,31
Tabelle 24

Univariate Analyse der Laborparameter
zur Bestimmung von Parametern fur das Auftreten
bakterieller DNA im Aszites
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3.9 Zusammenhang zwischen der Granulozytenzahl im Blut und im Aszites

Betrachtet man Abbildung 7, so fallt auf, dass zwischen der Granulozytenanzahl im Blut

und der Anzahl im Aszites kein linearer Zusammenhang besteht.
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Abbildung 7: Punktwolkendiagramm mit der Granulozytenanzahl im Blut und im Aszites
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3.10 Uberleben

3.10.1 Mortalitat einer SBP-Episode bzw. 30-Tages-Mortalitit nach dem Nachweis
bakterieller DNA

Die 30-Tages-Mortalitat bei Patienten mit SBP betrug 18% (3 Patienten). Im Vergleich
dazu betrug die 30-Tages-Mortalitat bei Patienten ohne SBP 10% (13 Patienten) (siehe
Tabelle 25).
Die 30-Tages-Mortalitat bei Patienten mit dem Nachweis bakterieller DNA betrug 6% (1
Patient) und 11% (15 Patienten) bei Patienten mit negativem PCR-Ergebnis (siehe
Tabelle 26).

Anzahl verstorbener
SBP nach Goldstandard 30-Tages-Mortalitat Patienten
SBP 18% 3
keine SBP 10% 13
Tabelle 25: 30-Tages-Mortalitét nach SBP bzw. ohne SBP und Anzahl verstorbener
Patienten
Anzahl verstorbener
PCR 30-Tages-Mortalitat Patienten
positiv 6% 1
negativ 11% 15

Tabelle 26: 30-Tages-Mortalitat von Patienten mit positiver/negativer PCR und Anzahl

verstorbener Patienten
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3.10.2 Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier

Es zeigte sich in der Kaplan-Meier-Kurve (Abbildung 8), dass Patienten mit SBP nach
Goldstandard eine unginstigere Uberlebensprognose haben, auch wenn der
Unterschied zwischen beiden Gruppen im Log Rank Test keine Signifikanz erreicht
(p=0,112). Das mittlere Uberleben lag in der Gruppe mit SBP bei 264 (+ 134) Tagen, in
der Gruppe ohne SBP bei 543 (£ 92) Tagen.

Vergleicht man die Uberlebenszeiten zwischen Patienten mit positiver PCR und
negativer PCR, so zeigt die Kaplan-Meier-Kurve (Abbildung 9) ein langeres Uberleben
von Patienten mit positiver PCR. Nach dem Log Rank Test gibt es keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen (p=0,169). Patienten mit positiver PCR leben im
Durchschnitt noch 589 (+ 89) Tage, Patienten mit negativer PCR 365 (+ 57) Tage nach
der Parazentese.
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Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve von Patienten mit/ohne SBP (p nach logrank)
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve von Patienten mit positivem/negativem DNA-Nachweis durch
die PCR (p nach logrank)
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3.11 Urinteststreifen

Eine Auswertung der beiden verwendeten Teststreifen Combur® und Multistix® erfolgte
durch unterschiedliche Wichtung der Farbfelder. Nicht ablesbare Teststreifen wurden fir
die Berechnung von Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktivem Wert als
negativ gewertet.

Wertet man eine Verfarbung der Teststreifen entsprechend der Felder 1+-positiv, 2+-
positiv oder 3+-positiv als positives Testergebnis, so ergibt sich fiir die Combur®-Streifen
eine Sensitivitdt von 66,% eine Spezifitat von 52,6%, ein positiv pradiktiver Wert von
16% und ein negativ pradiktiver Wert von 92,1%. Fir die Multistix®-Teststreifen ergibt
sich eine Sensitivitat von 27,8%, eine Spezifitdt von 91,7%, ein positiv pradiktiver Wert
von 83,3% und ein negativ pradiktiver Wert von 91,0%.

Nimmt man die Verfarbung entsprechend des 2+-Feldes oder 3+-Feldes fir Combur®
bzw. entsprechend des 1+-, 2+- oder 3+-Feldes fir Multistix® als positives Ergebnis an,
so betragt die Sensitivitat 38,9% bzw. 5,6% fiir Combur® bzw. Multistix®, die Spezifitat
97,0% bzw. 100%, der positiv pradiktive Wert 63,6% bzw. 100% und der negativ
pradiktive Wert 92,1% bzw. 88,0%.

Diese Werte sowie die absoluten Ergebnisse sind den Tabellen 27-32 zu entnehmen.
Tabelle 33 zeigt die Bilirubinmittelwerte im Aszites eindeutig ablesbarer und nicht
eindeutig ablesbarer Teststreifen. Sowohl beim Combur®-Test, als auch beim Multistix®-

Test unterscheiden diese sich signifikant zwischen beiden Gruppen.



Multistix® SBP keine SBP Gesamt
positiv (ab 1+) 5 1 6
negativ 8 120 128
nicht ablesbar 5 12 17
Gesamt 18 133 151

Tabelle 27: Ergebnisse der Multistix® 10SG-Teststreifen, wenn man eine
Verfarbung von mindestens der Starke des 1+-Feldes zugrunde legt

Multistix® SBP keine SBP Gesamt
positiv (ab 2+) 1 0 1
negativ 12 121 133
nicht ablesbar 5 12 17
Gesamt 18 133 151

Tabelle 28: Ergebnisse der Multistix® 10SG-Teststreifen, wenn man eine
Verfarbung von mindestens der Stérke des 2+-Feldes zugrunde legt

Combur® SBP keine SBP Gesamt
positiv (ab 1+) 12 63 75
negativ 1 57 58
nicht ablesbar 5 13 18
Gesamt 18 133 151

Tabelle 29: Ergebnisse der Combur®-Teststreifen, wenn man eine
Verfarbung von mindestens der Starke des 1+-Feldes zugrunde legt

Combur® SBP keine SBP Gesamt
positiv (ab 2+) 7 4 11
negativ 6 116 122
nicht ablesbar 5 13 18
Gesamt 18 133 151

Tabelle 30: Ergebnisse der Combur®-Teststreifen, wenn man eine
Verfarbung von mindestens der Starke des 2+-Feldes zugrunde legt
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Sensitivitat positiv pradiktiver | negativ pradiktiver
(%) Spezifitat (%) Wert(%) Wert (%)
Combur® 66,7 52,6 16 92,1
Multistix® 27,8 91,7 83,3 91,0

Tabelle 31 : Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert der Teststreifen,
wenn man eine Verfarbung mindestens der Starke des 1+-Feldes zugrunde legt

Sensitivitat positiv pradiktiver | negativ pradiktiver
(%) Spezifitat (%) Wert (%) Wert (%)
Combur® 38,9 97,0 63,6 92,1
Multistix® 5,6 100 100 88,0

Tabelle 32: Sensitivitat, Spezifitat, positiv und negativ pradiktiver Wert der Teststreifen,
wenn man eine Verfarbung mindestens der Starke des 2+-Feldes zugrunde legt

ablesbare
Teststreifen

nicht ablesbare
Teststreifen

Bilirubingehalt im Aszites

(mg/dl) Mittelwert (SD) Mittelwert (SD) Signifikanz
Combur® 0,5(x0,5) 3,69 (x 2,83) 0,000
Multistix® 0,51 (x0,51) 3,85 (+ 2,88) 0,000

Tabelle 33: Bilirubingehalt im Aszites der Gruppen ablesbare bzw. nicht

ablesbare Teststreifen des Combur®- und des Multistix®-Tests

(SD: Standardabweichung)
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4 Diskussion

4.1 Einleitung zum Diskussionsteil

In jungster Vergangenheit sind neue Verfahrensweise in der Diagnostik des Aszites und
der SBP vorgestellt worden. Diese haben wir prospektiv an einem Kollektiv von
Patienten, die sich stationdr in der Universitatsklinik Bonn zwischen Marz 2006 und
November 2007 vorgestellt haben, mit den bekannten, etablierten Verfahren verglichen.
Neuere Verfahren sind der Nachweis bakterieller DNA im Aszites mittels PCR und die
Verwendung von Urinteststreifen.

Es soll diskutiert werden, welche Verfahren und welche Kombination von Verfahren
sinnvoll in der Diagnostik der SBP sind.

4.2 Stellenwert des PCR-Verfahrens in der Aszitesuntersuchung

4.2.1 Vorteile und Grenzen des Nachweises bakterieller DNA durch die Real-time-PCR

Der LightCycler® SeptiFast Test Mgrade (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde
urspringlich dazu entwickelt, in Verbindung mit dem klinischen Bild, bewahrten
mikrobiologischen Tests und/oder anderen Labormarkern als zusatzliches Diagnostikum
bei Sepsis zu dienen (Lehmann et al., 2008).

Man geht davon aus, dass etwa 25 Mikroorgansimen fir mehr als 90% aller Infektionen
im Blutkreislauf verantwortlich sind (Biedenbach et al., 2004; Wisplinghoff et al., 2004).
Mit dem LightCycler® SeptiFast Test Mgrade konnen alle diese Mikroorganismen

nachgewiesen werden (Lehmann et al., 2008).

Vorteile des Verfahrens

Waéhrend die Detektion bakterieller und fungaler Pathogene mittels Blutkulturen meist
mindestens 48 Stunden in Anspruch nimmt, stehen die Ergebnisse mittels Realtime-
PCR bereits nach weniger als 6 Stunden zur Verfigung. Damit liefert sie friihzeitig die
notwendigen Informationen, um rasch eine Breitspektrumtherapie einzuleiten, was in der

Sepsis-Therapie einen entscheidenden therapeutischen Gewinn darstellt.



67

Dariber hinaus konnen mit mikrobiologischen Testmethoden nur lebende
Mikroorganismen nachgewiesen werden. Mit der PCR-Methode gelingt dagegen der
Nachweis sowohl lebender als auch toter Mikroorganismen sowie freier mikrobieller
DNA. Dies koénnte sich als Vorteil bei einer bereits begonnenen

antibiotischen/antimykotischen Therapie erweisen.

Nachteile des Verfahrens

Der LightCycler® SeptiFast Test Mgrade erlaubt zur Zeit noch nicht die Detektion von
Resistenzgenen und kann daher die konventionelle Bakterienkultur — mit
Antibiogrammerstellung auch nicht vollstandig ersetzen. Darlber hinaus ist eine
Beurteilung hinsichtlich Pathogenitdt der nachgewiesenen bakteriellen DNA nicht
maglich.

Die analytische Sensitivitait des verwendeten PCR-Verfahrens wurde durch eine
Trefferquotenanalyse jedes Analyten einer Verdinnungsserie mit 100, 30 und 3 CFU/mi
in EDTA-Blut gesunder Sepender analysiert. Sie liegt mit 3-30 CFU/ml Blut unter der
des konventionellen Kulturverfahrens mit einer theoretischen Sensitivitdt von 1
CFU/Kulturflasche, die mit 10 ml Blut gefullt wurde (Lehmann et al., 2008).

Der LightCycler® SeptiFast Test Mgrade ist fiir die Verwendung mit Humanblut aus dem
Antikoagulans K-EDTA validiert. Ob sich die Ergebnisse auf die Untersuchung von

Aszites Ubertragen lassen, ist bisher nicht eindeutig geklart.

\Vorteile Nachteile

Ergebnisse in weniger als 6 Stunden Keine Antibiogrammerstellung

Nachweis lebender und toter _ o _ .
_ _ geringere Sensitivitat als die Bakterienkultur
Mikroorganismen

nicht fir die Verwendung mit Aszites validiert

Tabelle 34: Uberblick tiber Vor- und Nachteile des LightCycler® SeptiFast Tests Mgrade im
Vergleich zur Bakterienkultur
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4.2.2 Nachweis bakterieller DNA im Aszites

In dieser Studie gelang der bakterielle/fungale DNA-Nachweis durch die PCR im
Aszites bei 18 von 151 (12%) Patienten, darunter hatten 5 Patienten (44,4%) gleichzeitig
eine SBP nach Goldstandard.

Staphylokokkus aureus war der am haufigste nachgewiesene Erreger, gefolgt von
Enterobacter cloacae.

Nur bei zwei Patienten lag die Leukozytenzahl im Aszites innerhalb eines fur Vollblut
Ublichen Bereichs. Humane DNA in Leukozyten wird als Trager fur die bakterielle DNA
bendtigt und verbessert so die Praparationseffizienz. Man konnte daher vermuten, dass
fur den Nachwies bakterieller DNA eine Mindestleukozytenzahl im Medium notwendig
ist. Der Nachweis bakterieller DNA gelang jedoch auch bei 16 Patienten mit einer
Leukozytenzahl <1000/ul (mittlere Leukozytenanzahl aller Patienten: 406 573, mittlere
Leukozytenzahl bei Patienten mit positiver PCR: 614 £922). Somit ist hach unseren
Untersuchungen davon auszugehen, dass das PCR-Verfahren auch bei Medien mit
kleinerer Leukozytenzahl als im Vollblut anzuwenden ist.

Positive Nachweise in der Asziteskultur fanden sich bei 5 Patienten mit SBP nach
Goldstandard (38,5%). Bei 2 Patienten lag ein Bakteraszites vor.

Der gleichzeitige Nachweis einer Bakterienspezies durch die PCR und die Asziteskultur
gelang bei 2 Patienten. In einem weiteren Fall, in dem in der Asziteskultur Candida
albicans und Candida glabrata wuchsen, wies die PCR nur Candida albicans nach. Die
Sonde ist fur Candida glabrata weniger sensitiv, die Mindestsensitivitat wird erst bei
einer Konzentration von 100 CFU/mI erreicht. Eine mdgliche Ursache flr die geringere
analytische Sensitivitat sehen Lehmann et al. (2008) in der Grof3e der Ziel-DNA-Region,
die durch die Primer begrenzt wird, die fir die IST-Region dieses Keimes hergestellt
wurden. Eine zu geringe Candidakonzentration mag daher in diesem Fall ursachlich far
das negative Ergebnis der PCR gewesen sein.

Die durch die Asziteskultur nachgewiesenen Bakterien Salmonella enterica,
Enterokokkus gallinarum, koagulasenegative Staphylokokken und vergriinende
Streptokokken wurden durch die PCR nicht erkannt. Salmonella enterica und
Enterokokkus gallinarum sind nicht in der SeptiFast Master List aufgefiihrt, werden
durch den LightCycler® SeptiFast Test Mgrade also bislang nicht erkannt. Die

koagulasenegativen Staphylokokken und vergrinenden Streptokokken werden durch
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die Identifikationssoftware unterdriickt, was das (falsch-) negative Ergebnis in der PCR

erklaren konnte.

4.2.3 Vergleich unserer Ergebnisse mit denen anderer Studien

Im Vergleich zu den bereits zitierten Studien von Francés et al. (2004a), Such et al.
(2002), Vieria et al. (2007) und Zapater et al. (2008) fallt zunachst einmal eine geringere
Nachweisrate an bakterieller DNA durch die PCR auf.

Such et al. (2002) wiesen bei 9 von 28 Patienten, Francés et al. (2004a) bei 7 von 17
(41,2%) , Zapater et al. (2008) bei 48 von 156 Patienten (30,8%) bakterielle DNA im
Aszites und im Blut nach. Sie untersuchten nur Patienten mit sterilem Aszites, also ohne
Erregernachweis durch die Kultur oder einer SBP nach dem Goldstandard.

Vieria et al. (2007) fanden bakterielle DNA bei 7 von 8 Patienten mit SBP, bei 3 von 4
Patienten mit Bakteraszites und bei 8 von 28 Patienten mit sterilem Aszites, das heif3t
ohne SBP nach Goldstandard und ohne bakteriellen Nachweis durch die Kultur.

Auffallig ist auch der hohe Anteil des Nachweises an E.coli in diesen Studien. Unter den
9 nachgewiesenen Bakterienstdmmen in der Studie von Such et al. fanden sich 7-mal
E.coli und 2-mal Staphylokokkus aureus.

AuBBerdem fanden sich bei Such et al. und Francés et al. jeweils dieselben
Bakterienspezies im Blut und im Aszites, wahrend in unserer Studie der bakterielle
DNA-Nachweis im Blut nur bei zwei Patienten gelang. Der hohe Anteil an E.coli
positiven Proben konnte jedoch auch fur eine Verunreinigung sprechen. Die fehlende
Darstellung von Negativkontrollen in der Arbeit der Arbeitsgruppe und die geringe
Anzahl an Amplifikationszyklen von nur 35 Zyklen kénnten dafur sprechen. Verwendet
man eine Negativkontrolle und amplifiziert man diese 40-45 Zyklen, wie dies in unserer
Studie durchgefihrt wurde, so kann man bei negativem Ergebnis eine Kontamination mit
grol3er Sicherheit ausschliel3en.

Nach Meier et al. (1993) sind PCR-Reagenzien, insbesondere die Tag-Polymerase
haufig mit bakterieller DNA kontaminiert.

Wir haben daher dekontaminierte PCR-Reagenzien, die frei von bakterieller oder
fungaler DNA sind, entsprechend den Empfehlungen von Corless at al. (2000) und
Klaschik et al. (2002), verwendet.
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Staphylokokkus aureus hat laut Literatur (Such et al., 2002) einen Anteil von 4% an den

durch die Kultur nachgewiesenen Keimen.

Eine Erklarungsmaoglichkeit fir den hohen Anteil von nachgewiesenen Staphylokokkus
aureus (33,3%) in dieser Studie liefern Such et al. (2002):

Sie wiesen Staphylokokkus aureus in zwei Fallen nach und bemerkten, dass dieser

Keim eventuell fur die Infektion bei Patienten mit CNNA und daher fir weitaus mehr als

nur 4% der SBPs verantwortlich sein kénnte.

Such et al. |Francés et al. | Vieria et al. | Zapater et al. | Unsere
(2002) (2004a) (2007) (2008) Studie
positive PCR-Ergebnisse/
Patienten mit sterilem Aszites* 9/28 7117 8/28 48/156 13/131
positive PCR-Ergebnisse/ nicht nicht nicht
Patienten mit Bakteraszites | untersucht | untersucht 3/4 untersucht 0/2
positive PCR-Ergebnisse/ nicht nicht nicht
Patienten mit SBP untersucht | untersucht 7/8 untersucht 5/18

Tabelle 35: Ergebnisse der Aszitesuntersuchungen (unter anderem mit der PCR-Methode)

verschiedener Arbeitsgruppen

* ohne SBP und ohne bakteriellen Nachweis durch die Kultur
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4.2.4 Bedeutung des Nachweises bakterieller DNA fiir den aktuellen Verlauf und die

Prognose

Bisherige Ergebnisse anderer Studien

Such et al. (2002) sowie Franceés et al. (2004a) fanden keine signifikanten Unterschiede
bezuglich klinischen und laborchemischen Serum- und Aszitesparametern zwischen
Patienten mit positiver und negativer PCR.

Francés et al. (2004a) stellten auRerdem fest, dass Patienten mit dem Nachweis
bakterieller DNA zumindest wahrend ihres Krankenhausaufenthaltes keine SBP-Episode
entwickeln.

In der Studie von Zapater et al. (2008) lag die Rate an SBP-Episoden im Verlauf bei
Patienten mit Nachweis bakterieller DNA nicht hoéher als bei Patienten ohne Nachweis
bakterieller DNA (4,8% versus 4,9%). Zapater et al. lieferten dazu zwei
Erklarungsmdglichkeiten: 1. Die Entstehung einer SBP ist an das Vorhandensein eines
lebenden Bakteriums gebunden. Die PCR weist nur Fragmente von Bakterien nach.

2. Das Vorhandensein bakterieller DNA kdnnte das Immunsystem anregen und daher
Schutz vor virulenten Bakterien bieten.

In experimentellen (Klinman et al., 1999) und klinischen Studien (Francés et al., 2004b;
Francés et al 2007; Klinman et al., 1996) wurde sogar gezeigt, dass das Vorliegen
bakterieller DNA zu einer Verbesserung der Immunantwort gegen virulente Bakterien
beitragen kann und damit einen gewissen Schutz vor der Entstehung einer SBP bietet.
Vieria et al. (2007) verglichen Patienten mit und ohne bakteriellen Nachweis durch die
PCR bezuglich INR, Aszites, Bilirubin und Kreatinin im Serum, Albumin, Gesamteiweif3
und Gesamtzellzahl im Aszites, bezlglich des Aszites-Serum-Albumingradienten, des
MELD-Scores und bezuglich der 3-Monats-Sterblichkeit. Sie fanden keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Gruppen.

Die Arbeitsgruppe schloss aus ihren und aus den Ergebnissen von Such et al. (2002),
dass das Vorhandensein bakterieller DNA bei Patienten, die die zytologischen Kriterien
einer SBP nicht erfillen, keinen Effekt auf die kurzzeitige Prognose hat. Sie ziehen
allerdings auch in Betracht, dass diese Patienten in Abhangigkeit von der bakteriziden
Kapazitat der Aszitesflissigkeit durchaus eine SBP-Episode entwickeln kénnen (Vieria
et al., 2007).
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Die jungste Studie von Zapater et al. (2008) weist jedoch daraufhin, dass Patienten mit
dem Nachweis bakterieller DNA eine héhere Mortalitat in den folgenden 12 Monaten
haben als Patienten ohne diesen Nachweis (38% versus 15%).

Such et al. (2002), Francés et al. (2004a) und Zapater et al. (2008) untersuchten nur
Patienten ohne SBP nach Goldstandard, Vieria et al. (2007) nur Patienten mit SBP nach
Goldstandard. Eine direkte Aussage dartber, ob der Nachweis bakterieller DNA mit

einer SBP assoziiert ist, konnten sie daher nicht treffen.

Ergebnisse unserer Studie

In  unserer Studie konnten keine signifikanten  Unterschiede beziglich
Entziindungszeichen und Leberfunktionsparametern sowie der Uberlebenszeit zwischen
Patienten mit positivem und negativem PCR-Nachweis festgestellt werden.

Der Nachweis bakterieller DNA stimmt dartber hinaus in unserer Studie nicht mit dem
Goldstandard der SBP Uberein.

Daraus lasst sich folgern, dass der Nachweis bakterieller DNA mit der von uns
verwendeten Methode weder eine Aussage Uber das Vorliegen einer SBP nach

Goldstandard noch ber die Uberlebensprognose des Patienten zulasst.
4.3 Nachweis bakterieller DNA im Blut
Da der Nachweis bakterieller DNA im Blut nur bei zwei Patienten gelang, messen wir

der Untersuchung von Blut auf bakterieller DNA keine zuséatzliche diagnostische und

prognostische Bedeutung bei.
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4.4 Einsatzgebiet der Bakterienkultur in der SBP-Diagnhostik

Bei nur 27,8% der Patienten mit SBP nach Goldstandard gelang in unserer Studie der
bakterielle Nachweis durch die Kultur.

Auch in anderen Studien ist nur bei 36% bis 59% der Patienten mit SBP die
Bakterienkultur positiv (Canete et al., 2007; Fleig et al., 2004; Thévenot et al., 2004).

Die geringere Konzentration von Bakterien in der Aszitesflussigkeit, im Gegensatz zu
anderen Korperflussigkeiten, ist vermutlich urséchlich fur die niedrige Zahl positiver
Kulturergebnisse.

Ein Vorteil des Verfahrens ist sicherlich, dass bei positivem Keimnachweis die Erstellung
eines Antibiogramms und damit die gezielte antibiotische Therapie mdglich wird.
Nachteilig ist die lange Wartezeit von mindestens 48 Stunden bis zum Vorliegen eines

Ergebnisses.

4.5 Rolle klinischer Parameter und Laborparameter in der Diagnostik der SBP

Klinische Parameter wie Schmerzen, abdomineller Druck, Dyspnoe, Ubelkeit und
Temperatur lassen laut unserer Studie keine Aussage Uber das Vorliegen einer SBP
nach Goldstandard zu. Patienten mit SBP weisen zwar einen schlechteren
Leberfunktionsgrad nach Child-Pugh-Score und MELD-Score, auf, der Unterschied
erreicht aber keine Signifikanz. Auch in anderen Studien wurden Klinische Parameter
nicht als geeignet fur ein alleiniges Diagnosekriterium einer SBP gesehen (Caly und
Strauss, 1993; Conte et al., 1993; Mowat und Stanley, 2001).

In  unserer Gruppe sind pradiktive Faktoren fir eine SBP erhohte
Entzindungsparameter, ein erhohter LDH-Wert im Aszites und ein erniedrigter
Serumalbuminspiegel, der als Hinweis auf eine beginnende Dekompensation der
Leberzirrhose gesehen werden kann.

Einen signifikant erhohten Bilirubinwert im Serum und eine erniedrigte
Thrombozytenzahl im Blut bei Patienten mit SBP, die Andreu et al. (1993) beschrieben,
konnten wir in unserer Studie nicht finden.

Wir stimmen dagegen mit Runyon und Hoefs (1985) Uberein, die einen erhdhten LDH-

Wert im Aszites bei Patienten mit SBP feststellten. Die Arbeitsgruppe beschrieb dartber
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hinaus eine Veranderung des Glukosegehaltes im Aszites bei Patienten mit SBP. Einen
signifikanten Unterschied im Glukosegehalt des Aszites zwischen Patienten mit und
ohne SBP konnten wir nicht feststellen.

Nousbaum et al. (2007a) sahen im Gegensatz zu unserer Studie Klinische Parameter
wie abdominelle Schmerzen, Hypo- und Hyperthermie und einen Child-Pugh-Score C
als pradiktive Parameter an.

Es fallt auf, dass die verschiedenen Arbeitsgruppen zu unterschiedlichen Ergebnissen
kommen. Ein Grund dafir kénnte sein, dass die Gruppen unterschiedliche
Definitionskriterien fur eine SBP festgelegt haben. Caly und Strauss (1993) haben eine
Neutrophilenzahl >500/ul unabhangig vom Ergebnis der Bakterienkultur, Conte et al.
(1993) eine Neutrophilenzahl >500/ul in Verbindung mit einem bakteriellen Nachweis,
Runyon und Hoefs (1985) eine Neutrophilenzahl >250/ul in Verbindung mit einem
bakteriellen Nachweis, Andreu et al. eine Neutrophilenzahl >500/ul in Verbindung mit
einem bakteriellen Nachweis oder eine Neutrophilenzahl >500/pl als Definitionskriterium
fur eine SBP angenommen. Nousbaum et al. (2007a) und Mowat und Stanley (2001)
haben die SBP nach dem heutigen Goldstandard definiert. Die Studien sind daher
untereinander nicht direkt vergleichbar.

Eine Assoziation mit Entziindungsparametern, CRP im Serum und Leukozyten im Blut,

wurde bisher in keiner anderen Studie untersucht.

4.6 Bestatigen die nach unserer Studie pradiktiven Parameter flr eine SBP den

Goldstandard als Diagnosekriterium fir eine SBP?

Wir konnten in unserer Studie folgende pradiktive Parameter flr das Vorhandensein
einer SBP nach Goldstandard bestimmen: eine erhdhte Leukozytenzahl im Blut, ein
erniedrigter Albuminspiegel im Serum, ein erhdhtes C-reaktives Protein im Serum und
ein erhohter LDH-Wert im Aszites (siehe Tabelle 23).

Die erhOhte Leukozytenzahl, der erhohte CRP-Wert sowie der erhthte LDH-Wert
weisen dabei auf eine bestehende Entziindung hin, was im Folgenden erlautert werden
soll.

Nach Eindringen eines Erregers in den Koérper wird zundchst das unspezifische

Immunsystem aktiviert. Phagozyten, dazu gehdren ortstandige Makrophagen,
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dendritische Zellen, mobile neutrophile Granulozyten und Monozyten haben die
Aufgabe, Antigene zu eliminieren. Monozyten und Makrophagen sind aul3erdem zur
Antigenprasentation und zur Abgabe ko-stimulierender Signale befahigt und kdnnen
dadurch das spezifische Immunsystem aktivieren. Dartiber hinaus setzen Makrophagen,
Monozyten und dendritische Zellen Zytokine frei, die wiederum mobile Phagozyten an
den Ort des Infektionsgeschehens dirigieren. Zytokine sind eine heterogene Gruppe von
Funktionsproteinen, die die Aktivitdt anderer Immunzellen beeinflussen kdnnen. Sie
werden durch eine Vielzahl von Zellen nach Aktivierung oder Verletzung gebildet, wie
z.B. von B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Makrophagen oder Epithelzellen, und
beeinflussen sowohl die spezifische als auch die unspezifische Immunantwort. In
einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Spontan bakterielle Peritonitis mit einer
Erhohung von proinflammatorischen Zytokinen, insbesondere Interleukin-6 und TNF-
alpha, in Serum und Aszites einhergeht (Rodriquez-Ramos et al., 2001; Zeni et al.,
1993).

Neutrophile Granulozyten

Von antigenprasentierenden Zellen ausgeschittete Zytokine (v.a. Interleukin-1,
Interleukin-8) veranlassen eine zielgerichtete Wanderung der Granulozyten in das
Infektionsgebiet, wo sie durch Bindung des Antigens an unspezifische
Oberflachenrezeptoren aktiviert werden.

Eine Erh6hung der Granulozytenanzahl im Aszites weist daher auf eine Entziindung in

diesem Medium hin.

Leukozyten
Meist, und v.a. bei bakteriellen Infektionen, ist eine Leukozytenerh6hung durch eine

absolute Granulozytenerhéhung bedingt. Wie oben beschrieben flhren einzelne
Zytokine zu einer Aktivierung und Proliferation von Leukozyten.

Eine Erhdhung der Leukozytenzahl im Blut kann daher einen Hinweis auf das Vorliegen
einer bakteriellen Infektion geben.
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C-reaktives Protein

Das C-reaktive Protein gehort zu den Akut-Phase-Proteinen und wird durch Interleukin-6
induziert. Es kann sich als Opsonin an Bakterienhtllen binden und die
Komponentkaskade aktivieren. Es steigt frihzeitig, innerhalb von 6-8 h nach
Infektionsausbruch, an. Sehr hohe CRP-Werte lassen den Verdacht auf eine bakterielle

Infektion, wie z.B. einer SBP, zu.

LDH

Nach Runyon und Hoefs (1985) wird LDH durch die Lyse von Neutrophilen
Granulozyten freigesetzt. Eine erhéhte Anzahl Neutrophiler Granulozyten im Aszites
musste folglich mit einem erhéhten LDH-Wert einhergehen. Dies konnten wir in unserer

Studie bestatigen.

Die nach der multivariaten Analyse pradiktiven Parameter bestitigen das Vorliegen
einer Entzindung bei Patienten, die >250 Granulozyten/ul Aszites aufweisen. Die
erhohte Leukozytenzahl im Blut und der erhdhte CRP-Wert im Serum weisen auf eine
bestehende Entzindung hin. Der erhéhte LDH-Wert und die erhéhte Granulozytenzahl
im Aszites, die als Goldstandard in der SBP-Diagnostik dient, erlauben die Lokalisation
dieser Entztindung in die Bauchhdhle.

Man konnte vermuten, dass nicht die Bauchhohle, sondern ein extraperitonealer Fokus
primar fur das Entzindungsgeschehen verantwortlich ist. Allerdings wirde man dann
einen linearen Zusammenhang zwischen der Anzahl der Granulozyten im Blut und der
Anzahl im Aszites erwarten unter der Annahme, dass die Granulozyten sekundar aus
dem Blutkreislauf in die Bauchhdhle gewandert sind. Dies ist aber nicht der Fall (siehe
Abbildung 7).

Die gleichzeitige Erh6hung der Entziindungsparameter bei Erfullung des Goldstandards,
zeigt, dass bei diesen Patienten die Diagnose einer Spontan bakteriellen Peritonitis und
als Folge die Einleitung einer antibiotischen Therapie gerechtfertig ist, auch wenn sich
bei den meisten Patienten kein Erreger nachweisen lasst und die Patienten keine
klinischen Symptome wie Fieber, Schmerzen oder Ubelkeit aufweisen. Der in der Regel
zu beobachtende Abfall der Leukozytenkonzentration im Aszites nach Einleitung einer

antibiotischen Therapie zeigt, dass diese Therapie erfolgreich ist.
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Dariiber hinaus haben Patienten mit SBP nach Goldstandard eine schlechtere
Langzeitprognose gemessen am Uberleben, was die Relevanz der Diagnose und die
Dringlichkeit einer Therapie bei diesen Patienten noch unterstutzt.

Eine Erhéhung der Leukozytenzahl im Blut und ein erhéhter CRP-Wert im Serum sollten
daher Anlass zu einer diagnostischen Aszitespunktion geben. Bei zusatzlichem
Vorliegen eines erhéhten LDH-Wertes im Aszites, sollte eventuell schon mit der

Einleitung einer antibiotischen Therapie begonnen werden.
4.7 Teststreifen in der Diagnostik der SBP

Die Sensitivitat der Teststreifen ist in unserer Studie niedriger als in friheren Studien,
die die Teststreifen als zuverlassig fur die Schnelldiagnostik einer SBP beschrieben
(Vanbiervliet et al., 2002; Thévenot et al., 2004).

Nousbaum et al. (2007b) kamen in der bislang gréf3ten Studie zur Verwendung von
Teststreifen fur die Diagnose einer SBP zu schlechteren Ergebnissen. Sie sahen eine
Verfarbung entsprechend des 2+-Feldes der Multistix-Teststreifen als positiv an.

In ihrer Studie, in der sie 2123 Punktate untersuchten, ergab sich nur eine Sensitivitat
von 45,3% bei einer Spezifitat von 99,2%, einem positiv pradiktiven Wert von 77,9%
und einem negativ pradiktiven Wert von 96,9%.

Verwenden wir diese Kriterien, so erreicht der Multistix®-Test in unserer Studie eine
noch niedrigere Sensitivitat von nur 5,6% bei einer Spezifitat von 100%. Die Ergebnisse
des Combur®-Tests dhneln mit einer Sensitivitat von 38,9% bei einer Spezifitit von
97,0% eher den Ergebnissen, die Nousbaum et al. fir den Multistix®-Test ermittelt
haben.

Ein Grund fur die niedrige Sensitivitat und Spezifitdt in unserer Studie kdnnte die Anzahl
an nicht eindeutig ablesbaren Teststreifen sein. Diese wurden als Negativergebnis
gewertet und beeinflussen daher die Sensitivitat unginstig. Insgesamt konnten 17
Testsreifen des Multistix®-Testes, darunter 5 SBP, und 18 Teststreifen des Combur®-
Tests, darunter ebenfalls 5 SBP, nicht eindeutig einem Farbfeld zugeordnet werden. Die
Felder waren gelblich verfarbt, wobei wir als Ursache den signifikant héheren

Bilirubingehalt in diesen Aszitesproben im Vergleich zu den anderen Proben annehmen
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(siehe Tabelle 33). Der unlesbare Teststreifen wurde bisher von keiner Studie

beschrieben. Wir sehen hier jedoch eine Schwachstelle dieses Verfahrens.

Stellenwert der Teststreifen in der Aszitesdiagnostik

Aufgrund der differierenden Ergebnisse der verschiedenen Studien und vor dem
Hintergrund der niedrigen Sensitivitat in dieser Studie, kann man die Testsstreifen
sicherlich allenfalls als Ergdnzung zur Zellzahlbestimmung im Aszites sehen. Keinenfalls
jedoch durfen die Teststreifen die bisherige Diagnostik ersetzen.

AuBerdem sollten Teststreifen verschiedener Firmen verglichen werden. Diese Studie
zeigt wie auch schon einige friiher durchgefilhrte Studien, dass die Combur®-
Teststreifen, die eine modifizierte Version des Nephur-Tests darstellen, eine hohere
Sensitivitat aufweisen als die Multistix®-Streifen (Campillo et al., 2006; Sapey et al.,
2005).

Nach unserer Studie erlaubt das positive Ergebnis im Teststreifen die Diagnose einer

SBP, ein negativer Test schliel3t die SBP aber keinenfalls aus.

4.8 Beeinflussung der Ergebnisse durch eine antibiotische Therapie

In unsere Studie wurden Patienten mit und ohne antibiotische Therapie eingeschlossen.
Dabei erhielt weniger als ein Drittel der Patienten eine antibiotische Therapie zur Zeit
der Aszitespunktion.

Patienten mit SBP nach dem Goldstandard und positiver Asziteskultur wurden zum
Zeitpunkt der Punktion deutlich haufiger antibiotisch therapiert als Patienten mit SBP
und negativer Kultur. Auch Patienten mit SBP nach dem Goldstandard wurden haufiger
antibiotisch therapiert als Patienten ohne SBP (siehe Tabelle 12, 14).

Zwischen dem Nachweis bakterieller DNA und einer bestehenden antibiotischen
Therapie konnte kein Zusammenhang nachgewiesen werden.

Es konnte somit gezeigt werden, dass die gewahlten Antibiotika bei Patienten mit
Leberzirrhose und Aszites keinen Einfluss auf die diagnostische Wertigkeit der

durchgefiihrten Untersuchungen hat.
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AuBerdem hatte man bei Ausschluss der Patienten mit antibiotischer Therapie nur ein
eingeschranktes Patientenkollektiv betrachtet, das gerade die Patienten, die sich in
einem kritischeren Zustand befanden, nicht erfasst hatte.

Zu bemerken ist weiterhin, dass der Nachweis bakterieller DNA auch noch nach dem
Einleiten der Therapie gelingt, namlich so lange sich bakterielle Bestandteile in der
Aszitesflissigkeit bzw. im Blut befinden und wird daher vermutlich kaum von einer
antibiotischen Therapie beeinflusst.

Bislang ist allerdings noch unklar, wie lange sich die bakterielle DNA nachweisen lasst.
Tsumita und lwanaga (1963) injizierten radioaktiv markierte DNA in die Blutbahn von
Mausen. Sie stellten dabei fest, dass schon nach 30 Minuten 99% der radioaktiv
markierten DNA aus dem Blutkreislauf verschwunden waren. Francés et al. (2004a)
konnten bakterielle DNA im Blut zwischen 24 und 72h nachweisen (bei einem
Beobachtungszeitraum von 72h und 8-stiindigen Kontrollen). Allerdings ist unklar, ob es
sich bei dieser DNA um permanent im Blut befindliche DNA handelte, oder ob bei diesen
Patienten eine repetitive oder permanente bakterielle Translokation aus dem Darm
stattfand.

Zu der Frage nach der Dauer der Persistenz der DNA im Aszites gibt es bisher keine

Hinweise.
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4.9 Zusammenfassender Uberblick uber die diagnostische Wertigkeit der

vorgestellten Verfahren

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten mit SBP nach Goldstandard
erhohte Entziindungsparameter aufweisen und eine ungiinstigere Uberlebensprognose
haben. Die Diagnose einer SBP sollte daher schnell gestellt werden und ztigig mit der
Einleitung einer antibiotischen Therapie begonnen werden.

Eine Erh6hung der Entzindungsparameter wie CRP im Serum und Leukozyten im Blut
kann dabei erste Hinweise auf das Vorliegen einer SBP liefern und sollte zumindest eine
diagnostische Aszitespunktion mit Bestimmung der Granulozytenzahl im Aszites zur
Folge haben. Bei Erfillen des Goldstandards sollte sofort mit einer antibiotischen
Therapie begonnen werden.

Eine sinnvolle Erganzung zur Schnelluntersuchung des Aszites stellt sicherlich die
Verwendung von Teststreifen dar. Diese Diagnostik ist relativ einfach und kostengunstig
durchzufiihren, so dass es sich anbietet, diese Art der Diagnostik zusatzlich zu der
bisher Ublichen Diagnostik durchzufiihren. Bei einer hohen Spezifitat sollte tberlegt
werden, mit einer antibiotischen Therapie zu beginnen.

Die Bakterienkultur-Methode sollte trotz niedriger Sensitivitdit angewandt werden.
Immerhin bietet sie bei ca. 30% der Patienten mit SBP nach Goldstandard einen
Erregernachweis mit Antibiogramm, so dass bei diesen Patienten die begonnene
antibiotische Therapie auf eine gezielt wirksame umgestellt werden kann.

Zur Zeit stellt nach unseren Untersuchungen der Nachweis bakterieller DNA mittels PCR
kein prognostisch relevantes diagnostisches Verfahren zur Diagnose einer SBP dar.

Der bakterielle Nachweis durch die PCR gelingt zwar héaufiger als durch die
Asziteskultur. Allerdings lassen sich nicht alle durch die Kultur nachgewiesenen Erreger
auch durch das verwendete PCR-Verfahren nachweisen. Hier sind sicherlich noch
Verbesserungen des noch recht jungen PCR-Verfahren mdglich.

Weiterhin stimmt der Nachweis bakterieller DNA in unserer Studie nicht mit dem
Goldstandard der SBP Uberein, was sich damit erklaren lasst, dass die PCR
Bakterienfragmente nachweist, die nicht unbedingt eine bakterielle Virulenz bedeuten.
Es konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass Patienten mit Nachweis bakterieller

DNA sich bezuglich klinischer und laborchemische Parameter, als auch bezuglich der
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Uberlebensprognose nicht von Patienten ohne bakteriellen DNA-Nachweis
unterscheiden. Welche Rolle der Nachweis bakterieller DNA im Aszites spielt, ist nach
wie vor nicht geklart.

Es konnte sich um eine voribergehende, zum Punktionszeitpunkt stattfindende oder
abgelaufene bakterielle Besiedlung des Aszites handeln. Das Auftreten bakterieller DNA
kénnte durch Stimulation einer Immunantwort auch einen Schutz vor der Entstehung

einer SBP bieten.
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5 Zusammenfassung

Wir haben Daten von 151 stationaren Patienten mit Leberzirrhose und Aszites
prospektiv erfasst mit dem Ziel, den Nachweis bakterieller DNA mittels PCR hinsichtlich
seiner Relevanz flr die Diagnose einer SBP, die Assoziation mit Entziindungszeichen
und Leberfunktionsparametern und das Uberleben zu untersuchen. AuBerdem sollte die
diagnostische Aussagekraft zweier Urinteststreifen fur eine SBP ermittelt werden.

18 Patienten (12%) hatten eine SBP nach Goldstandard (>250 Granulozyten/ul), 18
(12%) Patienten hatten einen positiven DNA-Nachweis im Aszites, darunter 5 Patienten
(28%) mit SBP. 7 Patienten (5%) wiesen eine positive Asziteskultur auf, darunter waren
2 Patienten DNA-positiv mit identischen Keimen.

In der SBP-Gruppe waren — verglichen mit jenen ohne SBP — in der univariaten Analyse
das C-reaktive Protein (CRP) (p=0,000), die Blutleukozyten (p=0,000), das
Serumalbumin (p=0,004) und LDH im Aszites (p=0,000) signifikant unterschiedlich. In
der multivariaten Analyse waren die Parameter Serum-CRP (p=0,000), Serum-Albumin
(p=0,005), Leukozyten im Blut (p=0,003) und LDH im Aszites (p=0,000) signifikant
unterschiedlich. In der DNA-Gruppe war kein Parameter pradiktiv.

Die SBP-Gruppe hatte eine kiirzeres mittleres Uberleben im Vergleich zu Patienten
ohne SBP (264 +/-134 versus 544 +/-93 Tage), wahrend der DNA-Nachweis
prognostisch nicht relevant war.

Die Ergebnisse der Teststreifen waren nicht befriedigend bei geringer Sensitivitat und
hoherer Spezifitat.

Der Nachweis eines Erregers durch die Bakterienkultur gelang bei 27,8% der Patienten
mit SBP. Die Bakterienkultur kann Hinweise fur die Therapie geben und eignet sich
daher als zusatzliches Diagnostikum.

Die Bestimmung von bakterieller/fungaler DNA im Aszites eignet sich laut unserer
Untersuchung zum aktuellen Zeitpunkt nicht zum Nachweis einer SBP. Auch der
Bestimmung von bakterieller/fungaler DNA im Blut messen wir zur Zeit keine

diagnostische und prognostische Bedeutung bei.
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