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Kurzreferat: 

Durch die hohe Prävalenz funktioneller gastrointestinaler Erkrankungen besteht die 

Notwendigkeit einer eindeutigen schnellen Diagnostikmethode. Bislang konnten die in 

Studien beschriebenen Marker für IBS und FD nicht einheitlich durch nachfolgende 

Arbeiten bestätigt werden. Auch die zahlreichen Daten der Mikrobiomanalysen, liefern 

kein spezifisches Profil der verschiedenen Subgruppen. Unsere Studie war die erste, die 

eine kombinierte Betrachtung der serologischen Marker (Anti-CdtB- und Anti-Vinculin-

Antikörper) und der Mikrobiotaveränderungen vorgenommen hat. Ziel war es zu 

untersuchen, ob subgruppenspezifische (IBS-D, IBS-C, FD und Gesunde) Unterschiede 

bei Anti-CdtB- und Anti-Vinculin-Titern, Mikrobiomprofilen sowie Dysbioseindizes 

vorliegen. Hierzu wurde eine ELISA gestützte Titerbestimmung der Antikörper, sowie 

eine Analyse der Mikrobiomprofile basierend auf der Sequenzierung der bakteriellen 

DNA zur Bestimmung der Mikrobiota und der Dysbioseindizes vorgenommen. Die 

Kernergebnisse, die unsere Studie liefert, sind 1), dass weder subgruppenspezifische 

Unterschiede in den fäkalen Mikrobiotaprofilen noch in den Anti-CdtB- und Anti-Vinculin-

Titern vorliegen 2), dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen Dysbiose und 

erhöhten Anti-CdtB-Werten vorliegt, der auf eine neue ätiologische Verbindung der 

dysbiose-abhängigen Anti-CdtB Bildung hindeuten kann und 3), dass die höheren 

Dysbioseindizes der IBS-C Kohorte durch signifikant erhöhte proinflammatorische- und 

erniedrigte butyratbildende Bakterien getrieben werden. Diese Erkenntnisse liefern für 

zukünftige Studien neue Anhaltspunkte der Biomarkerforschung und bieten die 

Möglichkeit, durch gezieltes Ausgleichen der jeweils veränderten Mikrobiota, den 

dysbiotischen Veränderungen bei FGIDs entgegenwirken zu können.  
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1 EINLEITUNG 

 

Funktionelle gastrointestinale Erkrankungen sind häufig vorkommende 

Symptomkomplexe, die sich in Form von chronischen oder wiederkehrenden 

abdominellen Schmerzen und Missempfindungen äußern. Insgesamt unterscheidet man 

6 Hauptgruppen, wobei die funktionelle Dyspepsie (FD), sowie das Reizdarmsyndrom 

(IBS) die überwiegend gestellten Diagnosen ausmachen [1, 2]. Rund 50% aller 

gastroenterologischen Arztbesuche sind aktuell auf diese beiden Störungen 

zurückzuführen [2–4]. Insgesamt leidet ca. 1/3 der Weltbevölkerung an funktionellen 

gastrointestinalen Erkrankungen. Dabei stellt die Gruppe mit funktioneller Dyspepsie mit 

18 – 24 % den Hauptanteil, dicht gefolgt von einer Patientengruppe mit 

Reizdarmsyndrom von etwa 10-20 % , wobei sich in 37% aller Fälle beide Symptome 

überlappen [5, 6]. 

Die Krankheitsbilder des Reizdarmsyndroms (IBS) bzw. der funktionellen Dyspepsie 

(FD) werden im Wesentlichen aufgrund subjektiver Empfindungen diagnostiziert und in 

7 Untergruppen unterteilt (siehe Tabelle 1). Dabei ist IBS durch Symptome wie 

abdominelles Unwohlsein, Meteorismus, Druckempfindung sowie wechselnde 

Stuhlfrequenz bzw. –form charakterisiert [7]. Basierend auf den Rome III, bzw. IV 

Kriterien, unter Berücksichtigung der Bristol-Stuhlformen-Skala, werden verschiedene 

Sub-Typen unterschieden: das Obstipations-dominierte IBS-C, das Diarrhö-dominierte 

IBS-D sowie eine Mischform zwischen IBS-C und -D, die als IBS-M bezeichnet wird [8]. 

Ein weiterer vorwiegend Diarrhoe-assoziierter Subtyp ist das postinfektiöse 

Reizdarmsyndrom (PI-IBS). Dieses kann sich in 10-20% der Fälle nach einer akuten 

Gastroenteritis entwickeln, welche sich zuvor durch Fieber/Erbrechen und/oder einer 

positiven Stuhlkultur mit enteropathogenen Keimen (am häufigsten Campylobacter 

jejuni, Shigella spp., Salmonella spp., Clostridium difficile) manifestiert hat [3, 9–11]. 
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Tabelle 1: Übersicht der Subtypen bei Reizdarmsyndrom und funktioneller Dyspepsie 

Prozentuale Verteilung der Reizdarmsyndrom-/Funktionelle Dyspepsie Subtypen innerhalb aller 

IBS/FD Betroffenen mit typischem Symptommuster 

Subtyp Symptome 
Vorkommen 

[12, 13] 

 
IBS-C 

Obstipation, Blähungen, 
 > 25% der Zeit harter/klumpiger Stuhlgang  

(Bristol Typ 1 und 2) 
~24% 

IBS-D 
Diarrhoe, erhöhte Stuhlfrequenz  

> 25% der Zeit wässriger Stuhlgang  
(Bristol Typ 6 und 7) 

~ 25% 

IBS-M 
Diarrhoe und Obstipation, 

 > 25% der Zeit harter oder wässriger Stuhlgang 
(Bristol Typ 1 &2 oder 6 &7) 

~35% 

PI-IBS 
Diarrhoe, erhöhte Stuhlfrequenz,  

> 25% der Zeit wässriger Stuhlgang  
(Bristol Typ 6 und 7) 

~10-20% 

 
PDS 

Frühes Sättigungsgefühl/Völlegefühl 38-52% 

EPS Brennen/Schmerzen im Oberbauch 27-32% 

Überlappend PDS/EPS Kombinierte Symptome von PDS +EPS 16-35% 

 

Unter dem Oberbegriff funktionelle Dyspepsie (FD) werden Funktionsstörungen mit einer 

im Epigastrium lokalisierten Symptomatik zusammengefasst. Als Subtypen werden das 

postprandiale Disstress Syndrom (PDS), charakterisiert durch ein frühzeitiges 

Sättigungsgefühl, das epigastrische Schmerzsyndrom (Epigastric Pain Syndrom, EPS) 

mit Schmerzen und Brennen im Oberbauch, sowie eine Mischform von PDS/EPS 

unterschieden. Bei vielen Patienten mit FD zeigen sich zusätzlich noch andere 

Symptome wie Übelkeit, Meteorismus und Sodbrennen [2] die eine eindeutige 

Zuordnung zu einem Subtypen erschweren.  Zudem muss insbesondere die 

gastroösophageale Refluxkrankheit (GERD) wegen der sich ähnlich präsentierenden 

Symptomatik zu EPS durch sorgfältige Diagnostik abgegrenzt werden [14]. 

 

 

 

Aufgrund der vielfältigen Symptomatik, der hohen Prävalenz und der teilweisen 

deutlichen Einschränkung der Lebensqualität, die bis zur Arbeitsunfähigkeit reichen 

kann [15], kommt der sicheren und schnellen Diagnose von IBS bzw. FD eine 
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entscheidende Bedeutung zu. Hierzu hat sich als weltweiter Standard die Anwendung 

der Rome- Kriterien etabliert, welche sich aus den Manning-Kriterien heraus entwickelt 

haben [16]. Ziel dieser Kriterien ist es, FGIDs anhand eines Symptom-basierten 

Klassifikationsschemas zu diagnostizieren, ohne interventionelle Verfahren 

anzuwenden [17]. Sie wurden 1994 erstmals veröffentlicht und seitdem stetig den 

neusten Forschungsergebnissen angepasst [9, 18–20].  

 

Da die Rome-Kriterien, auch noch in der seit 2016 gültigen, aktualisierten und in 

Spezifität und Sensitivität verbesserten Variante (Rome-IV), immer noch vage und nicht 

ausreichend genau sind, gilt es zunächst, alle anderen organischen Erkrankungen, mit 

sich ähnlich präsentierenden Beschwerden, auszuschließen. So treffen die Rome-IV-

IBS Kriterien (siehe Abbildung 1) ebenso auf über 70% der Patienten mit chronisch-

entzündlichen Darmerkrankungen zu. Auch im Falle von FD kommt es zu 

Überlappungen mit 

 

 

Abbildung 1: Definition gemäß Rom-Kriterien für IBS bzw. FD [1, 21] 

 

anderen organischen oder funktionellen Krankheiten. Durch aufwändige 

Differentialdiagnostik müssen deshalb chronisch entzündliche Darmerkrankungen, 

Zöliakie, das kolorektale Karzinom und Laktoseunverträglichkeit bei Verdacht auf IBS, 

sowie gastroösophageale Refluxkrankheit, peptische Ulzera, Ösophagitis und 

Magentumore bei Verdacht auf funktionelle Dyspepsie vorher sicher ausgeschlossen 

werden [2, 22, 23]. Trotz zeitlich aufwändiger Diagnostik, die sich teilweise über 6 Jahre 

Reizdarmsyndrom (IBS): 

Abdominelle Schmerzen, welche mindestens einmal pro Woche in den letzten 3 

Monaten aufgetreten sind und zusätzlich zusammen mit mindestens 2 der 

folgenden Gegebenheiten erscheinen: sie müssen in Zusammenhang mit dem 

Stuhlgang auftreten und/oder mit der Stuhlform- bzw.  der Stuhlfrequenz 

assoziiert sein. 

 

Funktionelle Dyspepsie: 

Abdominelle Schmerzen, welche vor mindestens 6 Monaten begonnen haben, 

mindestens dreimal pro Woche in den letzten 3 Monaten aufgetreten sind und 

mit mindestens einem der folgenden Symptome (Postprandiales Völlegefühl, 

vorzeitige Sättigung, Oberbauchschmerzen oder Oberbauchbrennen) in 

Zusammenhang stehen. 
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erstrecken kann und erhebliche Kosten verursacht (30 % aller gastroenterologischen 

Kosten) [24–26], führt die Anwendung der Rome-Kriterien mit einer Sensitivität von 61-

75% und einer Spezifität von 69-79,5% [2, 27–29] zu keiner ausreichend exakten 

Diagnosestellung. 

 

 

 

Die komplexe Pathophysiologie von funktionellen gastrointestinalen Erkrankungen ist bis 

heute noch nicht vollständig geklärt. Zunächst wurde eine rein psychisch bedingte 

Ursache angenommen, welche allein aufgrund einseitiger Interaktionen zwischen Gehirn 

und Darm, ohne biochemische und strukturelle Basis, begründet wurde [3]. Inzwischen 

weist die wissenschaftliche Evidenz jedoch auf multifaktorielle und heterogene Ursachen 

hin. 

Als Risikofaktoren für IBS und FD wurden in den letzten Jahren erhöhte Angst-

/Stresslevel, Rauchen, Depressionen und/oder ein junges Alter (<30 Jahre) identifiziert 

[30]. Hierbei korrelieren gesteigerte Angst/Stresslevel mit einer Erhöhung des 

Erkrankungsrisikos um den Faktor 3,4 bei IBS und bis 7,6 bei der funktionellen 

Dyspepsie [10, 30, 31]. Als zugrundeliegende Mechanismen werden Low-grade 

Entzündungsprozesse, Permeabilitätssteigerung der Mukosa und/oder Veränderung der 

Darm- und Magenmotilität diskutiert [10, 32] 

 

Ein weiterer Risikofaktor für die Manifestierung eines IBS oder FD ist die infektiöse 

Gastroenteritis [33–35]. Meta-analysen über PI-IBS zeigen, dass nach bakteriellen 

Gastroenteritiden ein insgesamt 6-fach erhöhtes Erkrankungsrisiko besteht, welches bis 

zu 2-3 Jahre nach Zurückgehen der Infektion bestehen bleibt [36]. Ebenso wurde 

bewiesen, dass die Erkrankungsgefahr bei bakteriellen Infektionen proportional zur 

Dauer sowie der Schwere der Infektion ansteigt und bei schweren Infekten (über 22 

Tage) um ein 11-faches erhöht sein kann [37]. Ähnliche Korrelationen werden auch für 

die funktionelle Dyspepsie beschrieben, was die Tatsache nahelegt, dass PI-IBS und PI-

FD verschiedene Aspekte der ähnlichen Pathophysiologie darstellen. Gemäß der Meta-

Studie von Futagami et al. [38] steigt die Gefahr einer PI-FD nach akuter Gastroenteritis 

um das 2,5-fache an, wobei ein überlappendes Syndrom aus PI-IBS und PI-FD 

entstehen kann.  

Auch Helicobacter Pylori (H. pylori) [39, 40] und virale Infektionen [41] werden 

inzwischen vereinzelt als potenzielle Risikofaktoren diskutiert. 
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Auf der molekularen Seite lieferten die Studien der letzten Jahre zunehmend Hinweise 

auf die zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse bei IBS und FD. Inzwischen 

wird, neben Faktoren wie einer genetischen Prädisposition, einer veränderten Darm-

Gehirn-Interaktion sowie Gallensalzmetabolisierung und Ernährung (FODMAPs) 

vermehrt der Einfluss des Mikrobioms auf die Krankheitsentstehung und -

aufrechterhaltung diskutiert. So wird angenommen, dass eine Dysbiose 

inflammatorische Prozesse induzieren kann, welche anschließend Konsequenzen auf 

die intestinale Permeabilität, Low-grade Entzündung der Mukosa und veränderte 

Magen-Darm-Motilität haben [42]. 

 

1.4.1 Low-grade Entzündung der Mukosa  

Eine wesentliche Rolle bei der Manifestierung von IBS und FD kommt nach neueren 

Erkenntnissen der niedrigschwelligen, aber langanhaltenden Entzündung der Mukosa 

zu. Diese kann sowohl bei IBS [10, 43] als auch bei der Funktionellen Dyspepsie [44, 

45] einer genetischen Prädisposition zugrunde liegen. Deutlich häufiger werden die 

mukosalen Entzündungen jedoch durch pathogene Bakterien ausgelöst, die aufgrund 

einer Gastroenteritis oder auch als Folge einer Antibiotikaeinnahme oder veränderten 

Ernährung, zu einer Imbalance der intestinalen Homöostase zugunsten der pathogenen 

Erreger führen. Diese Bakterien können nun direkt durch ihre Virulenzfaktoren oder 

indirekt durch ihre gebildeten Metaboliten inflammatorische Prozesse- und somit eine 

unterschwellige langanhaltende Aktivierung des Immunsystems induzieren.  

In diesem Zusammenhang zeigen IBS-D Studien noch ein Jahr nach Remission einer 

Campytobacter jejunii Enteritis, erhöhte intraepitheliale T-Lymphozyten und 

enterochromafine Zellen in rektalen Biopsien [43]. Diese Befunde erklären neben den 

immunologischen Veränderungen auch die veränderten Serotoninspiegel (IBS-D erhöht, 

IBS-C erniedrigt) und die demzufolge veränderten Transitzeiten dieser beiden 

Subgruppen [46].  

Zusätzlich wurde eine erhöhte Mastzelldichte bzw. – freisetzung von Mastzellmediatoren 

bei IBS (insbesondere Tryptase und Histamin) beschrieben [47]. Hierbei fördert die 

gesteigerte Degranulation die mukosale Entzündung und hält diese weiter aufrecht. 

Gleichzeitig kommt es durch die enge Assoziation zwischen Mastzellen und 

Nervenfasern zu viszeraler Hyperalgesie. Diesbezüglich haben Tiermodelle gezeigt, 
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dass der Ausprägungsgrad der mukosalen Entzündung mit der Schwere der viszeralen 

Hypersenitivität verknüpft ist [48].  

Auch bei der funktionellen Dyspepsie triggern hauptsächlich Infekte, zusätzlich jedoch 

Rauchen, Stress, duodenale Magensäureexposition und Lebensmittelallergien 

mukosale duodenale Entzündungen. In diesem Zusammenhang wurde eine 

Anreicherung von eosinophilen Granulozyten im Duodenum beschrieben, dessen 

Granulationsprodukte neben der Stimulation sensorischer Schmerzfasern auch die 

Kontraktilität der Magenmuskulatur erhöhen [49]. Dies führt zu viszeraler Hypersenitivität 

sowie frühzeitigem Sättigungsgefühl der Betroffenen [50]. Die Studie von Li et al. [51] 

schlussfolgert, dass PI-FD mit einer erhöhten EC- sowie Mastzellzahl im Duodenum 

einhergeht, wobei eine andere Studie verminderte CD4+ Zellen [52] beschrieb. Diese 

Erkenntnisse lassen auf eine eingeschränkte Fähigkeit des Immunsystems in Hinblick 

auf die Beendigung der inflammatorischen Immunreaktionen nach einer Dysbiose 

schließen.  

 

1.4.2 Erhöhte intestinale Permeabilität und Zytokinfreisetzung 

Als Konsequenz der oben beschriebenen Entzündung der Mukosa kommt es 

anschließend zu einer nachgewiesenen Permeabiliätssteigerung des Epithels begleitet 

von einer erhöhten Freisetzung von Zytokinen. So wurde neben erhöhten Titern von 

aktivierten B-Lymphozyten mit Immunglobulinproduktion bei Patienten mit  IBS-D  [53], 

eine Imbalance zwischen proinflammatorischem TNF-α und anti-inflammatorischem IL-

10 nachgewiesen [54]. Zudem wird diskutiert, ob TNFα- Induktion zusätzlich auch 

Ursache erhöhter intestinaler Permeabilität sein kann, da die Induktion und damit 

verbundene Apoptose Verletzungen der epithelialen Barriere verursacht [10]. In diesem 

Zusammenhang wird auch über eine Veränderung der epithelialen Spaltdichte berichtet, 

die durch eine Tryptase induzierte verminderte Expression von tight junctions Proteinen 

verursacht wird [3, 55, 56]. 

Erhöhte TNFα-, IL-10- sowie IL-1ß Konzentrationen wurden ebenfalls bei Patienten mit 

funktioneller Dyspepsie gemessen [57]. Zu diesen Zytokinfreisetzungen, welche 

nachweislich mit einer verzögerten Magenentleerung assoziiert sind, tragen neben 

erhöhten duodenalen Eosinophilen sowie Makrophagen auch 

dünndarmdarmspezifische T-Lymphozyten bei, deren Anzahl ebenso bei Patienten mit 

FD erhöht ist [57]. Dies deutet darauf hin, dass der Magen durch einen „Reflexbogen“ 

mit dem entzündeten Duodenum sowie Dünndarm in Verbindung steht. 

 

Insgesamt lässt sich schlussfolgern, dass es sich bei der anhaltenden Entzündung um 

einen sich selbst unterhaltenden Prozess handelt: Die verstärkte Aktivierung des 
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Immunsystems ist u.a Folge von Dysbiose und/oder der defekten epithelialen Barriere. 

Diese wiederrum wird durch die erhöhten Konzentrationen proinflammatorischer 

Zytokine weiter zerstört, was anschließend mit seinen Folgen auf Flüssikeitsretention 

und Darm-Motilität wiederum zu einer weiteren Veränderung des Mikroklimas und damit 

des Mikrobioms im Darm führt. 

 

1.4.3 Veränderungen der intestinalen Mikrobiota 

Die beschriebenen Änderungen der Immunologie sowie der Permeabilität scheinen 

somit Ursache wie auch Folge des veränderten Mikrobioms zu sein. Durch diese 

Zusammenhänge wird die Bedeutung des Mikrobioms als wichtiger Parameter der IBS 

Pathophysiologie deutlich. Mit seiner insgesamt etwa 1,5 kg Gesamtmasse bestehend 

aus Bakterien, Pilzen, Viren, Eukaryoten und Archaeen, welche zusammen eine Anzahl 

von bis zu 100 Billionen Mikroorganismen ergeben, rückt das komplexe Mikrobiom 

immer mehr in den Fokus der IBS-Forschung [58]. 

Das Kolon weist mit 70% aller Mikroorganismen den größten Anteil der menschlichen 

Mikrobiota auf. Durch die Bildung von essenziellen Aminosäuren, Vitaminen sowie 

kurzkettigen Fettsäuren profitiert der Wirt in vielerlei Hinsicht von den unterschiedlichen 

Aufgaben des Mikrobioms [59]. Mechanismen wie antibakteriell wirkende Magensaft-und 

Gallensekretion, humorale und zelluläre Abwehrmechanismen, Muzin-und 

Defensinproduktion, aborale Darmperistaltik sowie die Bauhinklappe halten die 

Mikrobiota im Gleichgewicht. [60].  

Das bakterielle intestinale Mikrobiom ist beim Gesunden äußerst divers und besteht 

nach heutigem Stand aus über 1000 Bakterienarten, wobei davon ausgegangen wird, 

dass zum jetzigen Zeitpunkt lediglich 1/3 des gesamten Mikrobioms identifiziert sowie 

charakterisiert ist [61–64]. Über 98% der Spezies können den 4 dominierenden 

Bakterienstämmen Firmicutes (64%), Bacteroidetes (23%), Proteobacteria (8%) und 

Actinobacteria (3%) zugeordnet werden [63, 65]. Die Häufigkeiten sowie Kompositionen 

der Mikrobiota unterscheiden sich interindividuell sehr stark (65). Lediglich 30% der 

Bakterienpopulationen, die sogenannte „Core Mikrobiota“ sind über Individuen hinweg 

gleich [66, 67]. Zusätzlich verändert sich diese sehr „persönliche“ 

Mikrobiomzusammensetzung über das Leben hinweg und hängt dabei deutlich von 

Essgewohnheiten, genetischer Disposition, Stress, Medikamenten, frühkindlichen 

Erfahrungen sowie der Entbindungsart ab [63, 68]. Durch die bidirektionale 

Kommunikation kommt es nicht nur zur einseitigen Beeinflussung des Mikrobioms durch 

Lebensstil-Faktoren, sondern auch zu einem breiten Einfluss des Mikrobioms auf die 

Darmphysiologie. Dies zeigt sich in Form von Veränderungen der viszeralen Sensitivität 

sowie GI-Motilität, Stimulation der Serotonin- und GABA-Bildung, 
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Permeabilitätssteigerungen, Einfluss auf die Darm-Gehirn-Achse sowie einer aus 

Dysbiose resultierenden Immunsystemaktivierung und anschließender low-grade 

Entzündung [68–70].  

  

Durch die Analyse der verschiedenen bakteriellen 16S-rRNA wurden detaillierte 

Analysen der Mikrobiom Zusammensetzung bis auf Speziesebene möglich. Die 

Ergebnisse hierzu sind jedoch aufgrund der großen biologischen Variabilität sehr 

heterogen, wobei sich bestimmte Erkenntnisse in unterschiedlichen Publikationen 

wiederholt bestätigen. Somit zeigte sich in mehreren Studien eine erhöhte Firmicutes-, 

und eine erniedrigte Bacteroidesabundanz sowie eine erhöhte Firmicutes/Bacteroides 

Ratio bei Probanden mit IBS. Diese resultiert hauptsächlich aus vermehrten 

Ruminococcus, Clostridium, Streptococci und Dorea Spezies und einer verminderten 

Häufigkeit von Lactobacilli, Bifidobacterium and Faecalibacterium Spezies [71–75].  

Auch die Mikrobiomanalysen der verschiedenen Subtypen erwiesen sich als sehr 

heterogen, einige Studien schilderten eine Erhöhung der methanbildenden Bakterien bei 

IBS-C [76], wobei andere Studien keine subgruppenspezifischen 

Mikrobiomunterschiede verzeichneten [72, 77, 78]. Die weitaus am intensivsten 

erforschte Gruppe IBS-D charakterisierte sich in einigen Studien durch erhöhte 

Bacteroides, sowie erniedrigte Bifidobacterium und Faecalibacterium [79], wobei andere 

Studien zu konträren Erkenntnissen kamen [80, 81]. Auch beim Vergleich der Profile von 

PI-IBS und IBS-D (ohne infektiöse Genese) wurde die Inhomogenität der bisherigen 

Ergebnisse deutlich. Hier wurde auf der einen Seite von ähnlichen 

Mikrobiotakompositionen von PI-IBS und Gesunden berichtet, wohingegen sich die 

Gruppe mit IBS-D deutlich unterschied [82]. Im Gegensatz hierzu wurden von Jalanka-

Tuovinen et al. [83] ähnliche Profile von PI-IBS und IBS-D beschrieben, welche sich von 

den Gesunden abgrenzten.  

 

Bezüglich der Bakteriendiversität (α-Diversität) bei Patienten mit IBS kommt es 

studienübergreifend ebenfalls zu sehr uneinheitlichen Ergebnissen. So zeigte sich 

jedoch in den meisten Arbeiten eine verminderte α-Diversität bei Patienten mit IBS [71, 

84–86] , wobei andere Studien keinen Unterschied zu gesunden Probanden beweisen 

konnten [84, 87, 88]. Außerdem gibt es Hinweise auf Abweichungen zwischen dem 

stuhlassoziierten Mikrobiom und der mukosa-assozierten Bakterienpopulation bei IBS, 

wobei hier die Diversität der Faeces höher war, als die der mukosagebundenen 

Bakterien [89]. Die Bakterienanzahl in der Mukosa war bei Patienten mit IBS höher als 

bei gesunden Probanden, sodass durch die enge permanente Nachbarschaft der 

Mikroben zu den Immunzellen der Darmschleimhaut, Entzündungsreaktionen getriggert 

werden können [62, 90].  
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Darüber hinaus wurde bei 78% bis 84% der Patienten eine Dünndarmfehlbesiedelung 

(SIBO, small intestinal bacterial overgrowth) nachgewiesen, die ursächlich im 

Zusammenhang mit veränderter Darmmotilität, viszeraler Hypersensitivität und einer 

Steigerung der intestinalen Permeabilität diskutiert wird [91]. Im Gegensatz dazu stehen 

jedoch neuere Arbeiten von Choung et al., die basierend auf exakteren 

Nachweismethoden keine erhöhte SIBO Prävalenz bei IBS Betroffenen zeigen konnten 

[92]. Eine finale Klärung dieser gegensätzlichen Beobachtungen steht derzeit noch aus.  

 

Bei Patienten mit funktioneller Dyspepsie wurden erhöhte Abundanzen von 

Bifidobacterium, Clostridium sowie Prevotella aufgezeigt, wobei die Häufigkeit von 

Prevotella umgekehrt mit der Symptomschwere bei PDS korreliert war [93]. Die Studie 

von Igarashi et. al [94] wies neben einer erhöhten Bacteroidetes/Proteobacteria Ratio, 

auch eine totale Abwesenheit von Acidobacteria bei Patienten mit FD nach. Außerdem 

stellen sich Unterschiede zwischen der Microbiota der duodenalen Schleimhaut von 

Gesunden und FD heraus, wobei unteranderem eine negative Korrelation zwischen 

Bakterienlast und Lebensqualitätsverlust zu verzeichnen war [95]. Aufgrund der 

geringen Studienanzahl und den unterschiedlichen Erkenntnissen kann daraus jedoch 

noch keine valide Aussage getroffen werden. 

 

 

 

Aufbauend auf den ersten pathophysiologischen Erkenntnissen sowie den Änderungen 

im Mikrobiom wurden erste serologische, wie auch aus dem Mikrobiom abgeleitete 

Biomarker zu einer trennschärferen, sensitiveren und beschleunigten Diagnose von 

funktionellen gastrointestinalen Störungen gegenüber anderen organisch bedingten 

Krankheiten entwickelt.  

Studien beschrieben zur Diagnostik primär das Analysieren von:  

a) Metaboliten, die als Folge einer modifizierten mikrobiellen Zusammensetzung 

des Darms entstehen, oder  

b) Proteinen, bei denen eine Konzentrationsveränderung als Folge einer 

Immunsystemaktivierung bzw. abnormen Eigenschaften des Darms zu 

beobachten ist, oder 

c) Mikrobiomprofilen, deren Abweichungsgrad von einem gesunden Normoprofil 

anhand eines nummerischen Index ausgedrückt werden kann.   
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Nachfolgende Tabelle 2 zeigt eine Auswahl der zurzeit publizierten Biomarker zur 

Diagnose des Reizdarmsyndroms mit jeweiliger Sensitivität sowie Spezifität und 

Referenzwertabweichungen der verschiedenen Marker.  

 

Tabelle 2: Auswahl an Biomarkern für IBS und FD mit jeweiliger Sensitivität und Spezifität sowie 

Referenzwertabweichungen [14, 23, 96–104] 

Vergleichsgruppe Biomarker 
Änderung bei 

Pathologie 
Sensitivität Spezifität 

andere  
GI-Krankheiten  

(v.a. CED) vs. IBS 

Fäkales 

Calprotectin 
↑ 93% 94% 

10-Marker-Panel ↑ 50% 88% 

IBS vs. Gesunde 

 
Fäkale SCFA 

 

 
(Differenz Prop-But) 

↑ 
 

92% 72% 

Granine 
CgA,SgII ,SgIII ↑ 

CgB ↓ 
79% 72% 

VOCs 
n-Hexan,n-Heptan 
1,4-Cyklohexadien, 

Aziridin ↑ 
89% 73% 

Dysbioseindex ↑ - - 

IBS-D vs. CED 

Anti-CdtB AK ↑ 43% 92% 

Anti-Vinculin AK ↑ 32% 84% 

Fäkale VOMs 
Cyclohexancarbon-

säure ↑ 
96% 80% 

IBS-C vs. 
Gesunde 

Methanproduktion ↑ 91% 81% 

FD vs. Gesunde 

Aminosäuren und 
Phospholipide 

Leucin / Isoleucin ↓ 
Phosphatidycholin↑ 

- - 

Mikro RNA 
exosomale hsa-miR-

933↓ 
- - 

 

 

Obwohl viele Einzelstudien vielversprechende Ergebnisse gegenüber den auf 

subjektiven Patientenbeobachtungen aufgebauten Rome-Kriterien liefern, bestehen 

noch immer verschiedene Schwachstellen bei der Marker-basierten Diagnostik. 

 

a) Für die funktionelle Dyspepsie sind bislang nur sehr wenige inkonsistente 

Ergebnisse dargestellt, die häufig aufgrund kleiner Stichprobengrößen weiter 

abklärungsbedürftig sind.  

b) Die beschriebenen Mikrobiomveränderungen von IBS und FD sind sehr 

heterogenen, sodass bislang noch kein eindeutiges reproduzierbares 

„Krankheits-Profil“ identifiziert werden konnte.   
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c) Marker, die aus Metaboliten der Darmbakterien abgeleitet sind (SCFA, VOMs, 

VOCs), können nur in Anwesenheit der metabolisch aktiven Organismen gebildet 

werden und sind demnach nur bei Vorliegen einer Dysbiose verändert 

nachweisbar.  

d) Die Sensitivität der Anti-CdtB-, und Anti-Vinculin-Antikörper (43% und 32 %) ist 

zur Diagnosestellung nicht ausreichend hoch. Zudem konnten diese Marker nicht 

in allen Studien als Diagnostikmarker für IBS-D bestätigt werden.  

 

Das Prinzip der Anti-CdtB- bzw. Anti-Vinculin-Antikörper als Biomarker, baut auf einem 

von Pimentel at al. [105] vermuteten Prozess der PI-IBS Entstehung auf. Das Cytolethal 

distending Toxin (Cdt) wird von Bakterien gebildet, die beim Menschen eine 

Gastroenteritis verursachen. Hierzu zählen vor allem die Gram negativen Bakterien 

Campylobacter jejuni, Salmonella, Escherichia coli und Shigella [106–109]. Basierend 

auf Tierexperimenten in Ratten [4] wird folgende Pathophysiologie vermutet: Nach einer 

Gastroenteritis, bei der sich der Wirt mit CdtB bildenden Keimen infiziert hat, kommt es 

zur Antikörperbildung gegen das Toxin. Diese Antikörper erkennen durch Molecular 

Mimikry neben dem eigentlichen Antigen, dem Toxin CdtB, auch ähnliche Epitope im 

körpereigenen intestinalen Protein Vinculin. Hierdurch kommt es zu einer Aktivierung 

autoreaktiver B- und T-Zellen und letztendlich zur Produktion von Autoantikörpern gegen 

Vinculin. Dem Protein Vinculin kommt als Bindeglied von Integrinen und Cadherinen mit 

dem Aktinzytoskelett eine Schlüsselrolle bei der korrekten Funktionalität der epithelialen 

Barrierefunktion zu [110]. Des Weiteren kommt es in myenterischen Ganglien und Cajal-

Zellen vor, die als spezialisierte Nervenzellen die Schrittmacherfunktion und somit die 

Peristaltik des Magen-Darm-Traktes kontrollieren. Durch Autoantikörper gegen Vinculin 

kommt es zu einer verminderten Anzahl an Cajal-Zellen und myenterischen Nerven, vor 

allem im tiefen muskulären Plexus, was zu einer verlangsamten Darmmotilität und damit 

ggf. zu SIBO führt [111].  

Für Patienten mit FD wurde ein Zusammenhang zwischen erhöhten Anti-Vinculin 

Antikörpertitern und reduzierter Anzahl an Cajal-Zellen in der gastralen zirkularen 

Muskelschicht sowie dem myenterischen Plexus des Magens beschrieben [112]. Somit 

liegt es nahe, dass eine ähnliche Pathophysiologie für die Entwicklung der funktionellen 

Dyspepsie angenommen werden kann.  
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Nachfolgende Human-Studien wurden durchgeführt, um die Anwendbarkeit der Anti-

CdtB- sowie Anti-Vinculin-Antikörper als serologische Diagnostikmarker zu prüfen.  

 

a) Die Pionierstudie aus dem Jahr 2015 [105] zeigte signifikant höhere Anti-CdtB- 

sowie Anti-Vinculin-titer bei IBS-D Patienten als bei den anderen 

Vergleichsgruppen mit Diarrhö (CED, Zöliakie) und Gesunden (p<0,001). 

 

b) In einer ähnlichen Studie aus Mexiko [113] zeigte sich bei 50% der IBS-D 

Probanden, sowie bei 33% der IBS-M Probanden, ein positiver Biomarker 

Nachweis (p<0,05) , während bei funktioneller Diarrhoe und nicht klassifizierter 

funktioneller Darmerkrankung keine erhöhten Werte gemessen wurden. Jedoch 

wurden keine signifikanten Unterschiede bzgl. der AK-Positivität zwischen PI-IBS 

(71,4%) und nicht PI-IBS (41,7%) beobachtet.  

 

c) Eine weitere Studie untersuchte subgruppenspezifische Unterschiede der Anti-

CdtB- und Anti-Vinculin Antikörpertiter [114]. Messungen zeigten sowohl bei 

beiden Antikörpertitern als auch bei den Positivraten, einen signifikanten 

negativen Gradienten von IBS-D und IBS-M über IBS-C hinzu den gesunden 

Kontrollen (p<0,001). 

 

d) Die Studie von Talley et. al [115] konnte in einer australischen Kohorte die oben 

beschriebenen IBS-Ergebnisse nicht bestätigen. Hier wurden jedoch signifikant 

erhöhte Anti-CdtB Antikörpertiter beim Vergleich zwischen FD und Gesunden, 

sowie bei IBS/FD Overlap vs. Gesunde nachgewiesen.  

 

 

Für Europa liegen bislang noch keine fundierten Studien zur Bewertung der Antikörper 

als Biomarker für eine bessere Diagnosestellung vor. Eine Zusammenfassung der 

vorliegenden Studien zu Anti-CdtB und Anti-Vinculin Antikörpern zur Diagnosestellung 

bei Patienten mit FGIDs ist im Anhang D tabellarisch dargestellt.  

 

 

Aufgrund der bedeutenden Rolle des Mikrobioms in der Pathophysiologie von FGID’s, 

beschäftigten sich bereits zahlreiche Studien mit der Analyse von spezifischen 
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Mikrobiotaprofilen für die unterschiedlichen Krankheitsbilder. In bislang vorliegenden 

Studien konnten jedoch keine einheitlichen „Musterprofile“ für die verschieden (Sub-

)gruppen erarbeitet werden, was möglicherweise auf verschiedene Analysemethoden, 

die große biologische Variabilität und unterschiedliche Stichprobengröße/ Studiendesign 

sowie -Einschlusskriterien zurückzuführen ist. 

Außerdem wird vielfach darüber diskutiert, wie diese komplexen und zahlreichen 

Informationen der Mikrobiomanalysen klinisch genutzt werden können. Zur erleichterten 

Anwendung entwickelten Casén et.al [104] den GA-map®- Dysbiose Test, der auf 

folgendem Prinzip beruht: Die zu untersuchenden Stuhlproben werden mit zuvor 

berechneten normobiotischen Profilen, die als Referenzwert dienen, verglichen. Hierzu 

wurden zum Vergleich insgesamt 48 bakterielle Sonden identifiziert, welche die Bereiche 

V3 bis V9 auf der 16S-rRNA Sequenz abdecken. Es können insgesamt 300 

verschiedene Bakterienstämme aus den 6 Phyla Firmicutes, Proteobacteria, 

Bacteroidetes, Actionbacteria, Tenericutes und Verrucomicrobia detektiert werden. Die 

Unterschiede (in Bakterienabundanz und -profil) zu den normobiotischen 

Referenzprofilen werden je nach Abweichungsgrad anhand eines algorithmisch 

abgeleiteten Dysbioseindex klassifiziert, welcher abhängig vom Dysbiosegrad die Werte 

1 bis 5 einnehmen kann, Werte >2 gelten hierbei als dysbiotisch (3=milde Dysbiose, 4-

5=schwere Dysbiose). Somit können die großen „Datenmengen“ der Sequenzierung zu 

einem einfachen und klinisch verwendbaren Zahlenwert kondensiert werden. 
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Obwohl bereits viele Studien verschiedene Biomarker für funktionelle gastrointestinale 

Erkrankungen untersucht haben, wurden bislang noch keine reproduzierbaren und 

einheitlichen Ergebnisse, die eine breite klinische Anwendung erlauben würden, 

geliefert. In den weitaus meisten Studien wurden a) serologische Biomarker erforscht, 

die andere gastrointestinale Erkrankungen beweisen und IBS damit lediglich 

ausschließen können, sowie b) Biomarker untersucht, die nur in bestimmten Phasen der 

Erkrankung nachweisbar sind, sowie c) Mikrobiomprofile analysiert, die bislang 

vielversprechende jedoch sehr heterogene Ergebnisse lieferten.  

Aufgrund der weltweit hohen Prävalenz an IBS und FD ist es jedoch dringend notwendig, 

ein Diagnostikverfahren mit ausreichender Sensitivität zur Erfassung möglichst aller 

Erkrankten, hoher Reproduzierbarkeit, sowie eindeutiger (Sub-)gruppen Zuordnung zu 

etablieren. 

 

Daher war Ziel dieser Arbeit:  

 

1. subgruppenspezifische Unterschiede in den Anti-CdtB -und Anti-Vinculin 

Antikörpertitern zu untersuchen,  

2. durch Sequenzieren der bakteriellen DNA (anhand des GA-map®- 

Dysbiose Tests), subgruppenspezifische Mikrobiom-Abweichungen von 

gesunden Referenzprofilen (als Dysbioseindizes) zu vergleichen und  

3. eine ggf. bestehende Abhängigkeit von mikrobiellen Veränderungen zu 

Antikörper-Titern zu untersuchen.  

 

Hierzu wurden die Mikrobiotaabweichungen sowie Dysbioseindizes von Patienten mit 

IBS-D, IBS-C sowie FD und Gesunden, wie auch die Anti-CdtB- und Anti-Vinculin 

Antikörpertiter dieser Gruppen analysiert, um aufbauend auf eventuellen 

gruppenspezifischen Unterschieden, Grundlagen für die Entwicklung von neuen 

Diagnostikmarkern sowie verbesserten Therapieansätzen liefern zu können. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit einer Subkohorte (IBS/FD) innerhalb der 

Studie EMGASTA („Bedeutung der Ernährung, des gastrointestinalen Mikrobioms und 

eines gesunden Gastrointestinaltraktes für die Autonomie des alternden Menschen“, 

DRKS-ID: DRKS00009737), welche in der Klinik für Gastroenterologie, Hepatologie und 

Infektiologie der Otto-von-Guericke Universität Magdeburg durchgeführt wurde. Die 

Studie wurde in der Forschungsgruppe „Autonomie im Alter“ in Sachsen-Anhalt realisiert 

und von der Europäischen Kommission durch den „Europäischen Fond für regionale 

Entwicklung“ (EFRE) sowie vom Regionalministerium für Wirtschaft, Wissenschaft und 

Digitalisierung mitfinanziert. Außerdem wurde sie ebenfalls in Kollaboration mit dem 

Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung in Braunschweig durchgeführt und durch die 

Projekte der Helmholtz-Gemeinschaft iMed (Helmholtz Initiative on Personalized 

Medicine) und AMPro (Altern und metabolische Programmierung) unterstützt. 

EMGASTA, als monozentrische, explorative und prospektive Querschnittsstudie, hat 

neben gesunden alten Probanden (über 40 Jahren), Patienten mit funktionellen 

Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, Magenkarzinom, Pankreaskarzinom, 

kolorektalem Karzinom oder neurodegenerativer Erkrankung untersucht. Primärer 

Endpunkt der Studie war es, Unterschiede im gastrointestinalen Mikrobiom in Hinblick 

auf dominante Genera zwischen gesunden alten Menschen und oben genannten 

Gruppen zu identifizieren. Die Studie wurde der Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät der Otto-von-Guericke-Universität Magdeburg vorgelegt und genehmigt (siehe 

Anlage B im Anhang). Die Studiendurchführung erfolgte unter Beachtung der GCP-

Leitlinien sowie der Deklaration von Helsinki. 

 

 

 

Patienten mit funktionellen gastrointestinalen Erkrankungen sowie gesunde Probanden 

wurden prospektiv im Rahmen der EMGASTA-Studie zwischen Oktober 2015 und März 

2017 an der Universitätsklinik Magdeburg rekrutiert.  

Die Studienkohorte umfasste insgesamt 65 Personen, darunter 15 Patienten mit IBS-D 

(männlich: 5, weiblich: 10, Durchschnittsalter 43,5 ± SD 20,6 Jahre), 13 Patienten mit 

IBS-C (männlich: 3, weiblich: 10, Durchschnittsalter 50,6 ± SD 18,2 Jahre), 15 Patienten 

mit FD (männlich: 7, weiblich: 8, Durchschnittsalter 48,7 ± SD 17,6 Jahre) and 22 



 

 16 

 

gesunde Kontrollen (männlich: 10, weiblich: 12, Durchschnittsalter 54,8 ± SD 11,2 

Jahre). 

 

  

Der Einschluss für Patienten mit IBS in die Studie erfolgte, wenn folgende Kriterien 

erfüllt waren: 

o Reizdarmsyndrom oder funktionelle Dyspepsie entsprechend der Rome-III-  

Kriterien 

o Alter ≥ 18 Jahre 

 

Der Einschluss für gesunde Patienten in die Studie erfolgte, wenn folgende Kriterien 

erfüllt waren: 

o > 40 Jahre 

o keine gastrointestinale Erkrankung, Tumorerkrankung in den letzten 

5 Jahren, schwerwiegende therapiepflichtige Stoffwechsel- oder kardiovaskulä-

re Erkrankung oder neurodegenerative Erkrankungen 

 

Der Ausschluss für Patienten mit IBS in die Studie erfolgte, wenn folgende Kriterien 

erfüllt waren: 

o Antibiotische Therapie innerhalb der letzten 8 Wochen 

o Zustand nach:  

o ausgedehnten abdominellen Operationen 

o Chemotherapie 

o Strahlentherapie  

o Immunsuppressiver Therapie  

innerhalb der letzten 2 Jahre. 

 

Der Ausschluss für gesunde Patienten in die Studie erfolgte, wenn folgende Kriterien 

erfüllt waren: 

o Einnahme von Antibiotika innerhalb der letzten 8 Wochen  

o regelmäßige Therapie mit PPI 

 

 

 

Die Stuhlproben (für die RNA Extraktion) wurden mit Hilfe eines sterilen Stuhl-Proben 

Sammelkit gesammelt (PT26.1; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland). Die Proben wurden 

innerhalb von 4-8 Stunden in das Labor transportiert, wo sie für mindestens 4 Stunden 
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(maximal 8 Stunden) bei Raumtemperatur belassen wurden, bevor sie bis zur weiteren 

Analyse bei −80 °𝐶 gelagert wurden. Bei einer Teilmenge der Patientenkohorte (13 mit 

IBS-D, 11 mit IBS-C, 14 mit FD und 15 Gesunde) wurden die Stuhlproben anschließend 

zur Mikrobiomanalyse nach Oslo (GA Analysis) versandt. Der Schifftransport der Proben 

an das zuständige Analyselabor in Oslo wurde in einer Box zur ausreichenden Kühlung 

mit 5kg Trockeneis vorgenommen. 

 

 

 

Die Stuhlproben wurden in einem Verhältnis 1:3 mit „stool transport“ und 

Rückgewinnungspuffer (Roche, Basel, Schweiz) per Vortexen gemischt. Alle Proben 

wurden impulszentrifugiert und 600 µ𝑙 wurden in eine 96-well Lysing Matrix E rack (MP 

Biomedicals Inc., Santa Ana, CA, USA) gegeben. Anschließend wurden die Proben 

zweimal in einem FastPrep-96™ (MP Biomedicals Inc.) bei 1800 𝑟𝑝𝑚 für 40 Sekunden 

mechanisch lysiert, zwischen den Schritten lag eine Pause von 40 Sekunden. Die 

lysierten Proben wurden daraufhin zentrifugiert (5 min, 1300 𝑔, PlateSpin II Zentrifuge, 

Kubota, Tokyo, Japan) und anschließend wurden 250 µ𝑙 mit 250 µ𝑙 Lysepuffer BLM und 

20 µ𝑙 Protease 15 Minuten lang bei 65 °𝐶 inkubiert. Eine 400 µ𝑙 große Teilportion jeder 

Protease-behandelten Stuhlprobe wurde genutzt, um die gesamte genomische DNA 

entsprechend der mag™ maxi kit Anleitung (LGC Genomics, Berlin, Germany) zu 

extrahieren. Diese Schritte sind angepasst an den MagMAX™ express 96 DNA 

Extraktionsroboter (Life Technologies, Waltham, MA, USA). Die Primer der PCR (GA-

map™ Vorwärts primer 5’-TCCTACGGGAGGCAGCAG-3’, GA-map™ Rückwärts primer 

5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’, welche durch US20110104692 A1 geschützt 

wurden, haben an Gen 8,9 der 16S rRNA gebunden. Sie wurden genutzt, um 1180 

basenpaar große Fragmente zu amplifizieren, die aus 7 variablen Regionen (V3-V9) 

bestehen. Auf diesen Schritt folgte ein „reaction clean-up“.  

 

 

 

Das PCR-Template (> 75 𝑛𝑔 ) wurde wie in der von Vebø et al.[116] beschriebenen 

Single-Nucleotide-Extension (SNE) -Reaktion verwendet, jedoch mit den folgenden 

Modifikationen: Ein Endvolumen von 25 µ𝑙, welches 0,5 µ𝑀 BIOTIN-11-ddCTP (Perkin 

Elmer, Waltham, MA, USA) enthielt, wurde in 5 Markierungszyklen verwendet, um einen 

Sondensatz von 49 Sonden (0,01 µ𝑀) (48 Bakterienzielsonden und eine 
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Universalkontrolle) zu markieren. Komplementäre Sonden, die an Carboxyl-markierte-

Magnetkügelchen (BMBs, Applied BioCode, Santa Fe Springs, CA, USA) gekoppelt 

waren, wurden mit den SNE-Sonden hybridisiert und unter Verwendung eines BioCode 

1000A-Analysators (Applied BioCode) quantifiziert. Es wurde eine 10 µ𝑙 SNE Probe zu 

einem 40 µ𝑙 Reaktionsvolumen gegeben, das 31,2 µ𝑙 BMB Puffer, die 

Hybridisierungskontrolle und 1,8 µ𝑙 gekoppelte BMBs enthielt. Die Proben wurden 3 min 

bei 700 
𝑈

𝑚𝑖𝑛
  und 95 °𝐶 inkubiert, gefolgt von 15 min bei 700 

𝑈

𝑚𝑖𝑛
  und 45 °𝐶 in einem 

Vortemp ™ 56 (Labnet International Inc., Edison, NJ, USA). Eine 25 µ𝑙 große Teilprobe 

BMB-Puffer, die 20 
µ𝑔

𝑚𝑙
 Streptavidin-R-Phycoerythrin LumiGrade ultrasensitive Reagenz 

(Roche) enthielt, wurde jeder Probe vor 90 Minuten Inkubation bei 700 
𝑈

𝑚𝑖𝑛
   und 45 °𝐶  

zugesetzt. Schließlich wurden die Proben gemäß den Empfehlungen von Applied Bio-

Code gewaschen. Das Hybridisierungssignal wurde von der BioCode 1000A Analyzer-

Software (Applied BioCode) verarbeitet. Die Software identifizierte und quantifizierte 

Mediansignale, „bead count“ und „Flags“, die Rohdatendateien wurden zur weiteren 

Analyse exportiert. 

 

 

 

Jedem Patienten wurde venöses Blut in EDTA-Röhrchen (BD Vacutainer RST, BD, 

Franklin Lakes, NJ, USA) abgenommen. Hiervon wurden bei Patienten mit IBS/FD und 

den gesunden Kontrollen mindestens 3 𝑚𝑙 Blut zur Bestimmung der Anti-CdtB- und Anti-

Vinculin-Antikörpertiter benötigt. Die Blutproben wurden zur Vorbereitung auf die ELISA-

Testung 10 Minuten bei 3050 
𝑈

𝑚𝑖𝑛
   zentrifugiert, wovon anschließend Aliquoten von 1 𝑚𝑙 

EDTA-Plasma vorbereitet und bei −80 °𝐶gelagert wurden. Zum Verschiffen wurden die 

gefrorenen Plasma-Röhrchen auf Trockeneis gelagert und versandt. 

 

 

 

Der ELISA zum Nachweis von Anti-CdtB- sowie Anti-Vinculin Antikörpern wurde im 

Labor von Commonwealth Diagnostics International in Salem, Massachusetts 

durchgeführt.  

Hierzu wurden komplett rekombinantes Campylobacter CdtB protein (Creative Biomart, 

Shirley, NY) sowie humanes Vinculin in Gesamtlänge (Novoprotein, Short Hills, NJ) mit 

einer Konzentration von 1,2 
µ𝑔

𝑚𝑙
 als Antigene verwendet. Die Antigene wurden in Borat 
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gepufferter Kochsalzlösung (BBS)* (Medicago, Uppsala, Sweden) bei einem pH-Wert 

von 8,2 sowie bei 4 °𝐶 über Nacht in den Vertiefungen einer 96-Mikrotiterplatte (Grenier 

Bio-One, Monroe, NC) immobilisiert. Die Vertiefungen wurden abwechselnd entweder 

mit Antigen beschichtet oder in Borat gepufferter Kochsalzlösung unbeschichtet 

gelassen, um das Ausmaß an nichtspezifischer Plasmabindung zu bestimmen. 

Anschließend wurden die Vertiefungen für eine Stunde bei Raumtemperatur mit 3%igem 

Rinderserumalbumin in Phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS)* geblockt. Die 

beschichteten sowie die unbeschichteten Vertiefungen wurden anschließend bei 

Raumtemperatur für eine Stunde mit 1:512 verdünntem Plasma für CdtB, sowie mit 1:32 

verdünntem Plasma für Vinculin inkubiert. Antikörper gegen CdtB und Vinculin wurden 

als Positiv-, sowie Negativkontrollen verwendet. Anschließend folgte eine einstündige 

Inkubation mit Meerrettichperoxidase konjugierten sekundären Antikörpern (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA) die an den Fc-Teil des humanen IgG gebunden 

haben. Nach jedem Schritt folgte eine Reihe an Waschvorgängen mit 0,05% 

Phosphatgefufferter Kochsalzlösung-Tween 20. Zum Schluss wurde zur Visualisierung 

eine 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine Substratlösung (Pierce, Rockford, IL) genutzt, 

welche nach Ablauf der Inkubationsdauer auf einem BioTek Epoch 2 Plattenleser 

(Winooski, VT) abgelesen wurde. Die Optischen Dichten wurden bei 370 𝑛𝑚 und 90 

Minuten abgelesen.  

*Zusammensetzung PBS: NaCl:140,0 mM, Na2HPO4 :10,0 mM, KCL: 2,7mM, KH2PO4 : 1,8mM, 

auf PH 7,3-7,4 einstellen, *BBS: NaCl: 150,0 mM, Borat Puffer: 10,0 mM  

 

 

 

Die statistische Auswertung wurde mit Unterstützung der Kollegen des Instituts für 

medizinische Biometrie und Informatik der Universitätsklinik Magdeburg durchgeführt. 

Die bioinformatischen Berechnungen sowie die Auswertungen der Mikrobiomdaten 

wurden in Kooperation mit Genetic analysis in Oslo vorgenommen.  

Zur Analyse der deskriptiven Statistik sowie der Antikörpertiter wurden zunächst die 

Daten in einer Excel Tabelle zusammengetragen, um anschließend mit dem 

Statistikprogramm IBM SPSS Statistics 21.0.0 (IBM Corporation, New York, N.Y., USA) 

ausgewertet zu werden. Die Ergebnisse wurden durch die jeweiligen Mittelwerte ± 

Standardabweichungen angegeben. Um Geschlechtsunterschiede zwischen den 

Kohorten zu beurteilen, wurden Kreuztabellen errechnet und die Variablen mittels Chi-

Quadrat Test und Fischer Test auf ihre Signifikanz hin überprüft. Zum Bewerten der 

Antikörper-Positivität kam entsprechendes Verfahren zum Einsatz. Zur Auswertung von 

Altersunterschieden, sowie zur Beurteilung der Antikörpertiter der verschiedenen 
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Kohorten, wurden die Stichproben zunächst mittels Shapiro-Wilk Test auf das Vorliegen 

einer Normalverteilung hin getestet. Um statistische Unterschiede zwischen zwei oder 

mehreren Gruppen zu bewerten, wurden der Mann-Whitney-U-Test und der Kruskal-

Wallis-Test für nicht normalverteilte Daten durchgeführt, während normalverteilte 

Variablen mit Einweg-ANOVA und Dunnetts Post-Hoc über mehr als zwei Gruppen 

hinweg verglichen wurden. Des Weiteren wurden Einzelanalysen durchgeführt, die der 

Untersuchung möglicher Einflussfaktoren auf die Antikörperwerte dienten. Hierzu wurde 

mittels Rangkorrelation nach Spearman, ein Effekt verschiedener Parameter auf die 

Antikörperwerte getestet und anhand des Mann-Whitney-U-Tests auf ihre Signifikanz hin 

geprüft. Die Korrelation der in den Einzelanalysen als signifikant erwiesenen Variablen, 

wurde anhand linearer Regression analysiert. Zuvor konnte anhand einer 

Varianzanalyse (ANOVA) die Signifikanz des Modells bewiesen werden. Alle Tests 

wurden zweiseitig mit einem auf 0,05 eingestellten Signifikanzniveau durchgeführt. 

Die Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA) wurde 

verwendet, um die Variation der Mikrobiota zwischen den Gruppen sowie zwischen 

antikörperpositiven und -negativen Probanden zu untersuchen. Die Analyse wurde an 

skalierten und logarithmisch transformierten GA-map®-Signalstärkedaten in R unter 

Verwendung des Stats-Pakets durchgeführt. 

Orthogonal partial least squares-discrimination analysis (OPLS-DA) wurde an skalierten 

und logarithmisch transformierten GA-map®-Signalstärkedaten unter Verwendung des 

Bioconductor-Pakets in orthogonalen R-5-Komponenten durchgeführt. Bei der Analyse 

wurde eine „leave-one-out“ Kreuzvalidierung verwendet. Die Ergebnisse werden durch 

zwei Hauptparameter erklärt: R2Y und Q2. R2Y beschreibt, wie gut das Modell die 

beiden Gruppen trennt (Anpassungsgüte), wobei Werte ≥ 0,5 eine gute Unterscheidung 

definieren (bestmögliche Anpassung mit R2Y = 1). Q2 zeigt die diskriminante 

Vorhersagefähigkeit des Modells (Vorhersagegüte), wobei Werte ≥ 0,5 eine hohe 

Vorhersagefähigkeit definieren (eine gute Vorhersagefähigkeit wird durch einen Wert 

nahe R2Y angezeigt). 

Um die Bakterienmarker mit signifikanten Unterschieden in der Signalstärke (zwischen 

gesunden und FGID-Untergruppen sowie zwischen antikörperpositiven und 

antikörpernegativen Individuen) zu identifizieren, wurden die p-Werte für jeweils 48 

Bakterienmarker anhand der Wilcoxon-Rangsumme und des signierten Rangtests 

berechnet. Um dem Problem der Mehrfachvergleiche entgegenzuwirken, wurde eine 

Bonferroni-Korrektur auf die p-Werte angewendet, um zu entscheiden, ob es einen 

signifikanten Unterschied gab (padj < 0,05). 
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3 ERGEBNISSE 

 

Insgesamt wurden unter Berücksichtigung der Ausschlusskriterien 65 Patienten 

rekrutiert, hierunter fielen 22 gesunde Probanden, 15 Patienten mit funktioneller 

Dyspepsie, 15 Patienten mit IBS-D sowie 13 Patienten mit IBS-C (siehe Tabelle 3). Für 

die Analyse des Mikrobimprofils wurde von einer etwas kleineren Subkohorte der oben 

genannten Gesamtkohorte ausgegangen, welche insgesamt 53 Patienten einschloss 

(15 Gesunde, 14 Patienten mit Funktioneller Dyspepsie, 13 Patienten mit IBS-D sowie 

11 Patienten mit IBS-C).  

 

Tabelle 3: Patienten Demografie, Alter wird angegeben in Mittelwert ± Standardabweichung, 

Mikrobiom-Subkohorte wird in Klammern angegeben 

 
 

Kohorte 

 
Patienten 
(Anzahl)  

 
Alter 

(Spannweite in  
Jahren) 

 
Geschlecht 

Weiblich 
 

Abs.        Rel. 

 
Geschlecht 
Männlich 

 
Abs.       Rel. 

 
Gesunde 

 
22  

(15) 

 
54,8 ± 11,2 (40-75) 

(58,6 ± 11,0 (44-75)) 

 
12          54,5%   
(8)        (53,3%)  

 
10          45,5% 
(7)        (46,7%) 

 
Funktionelle 
Dyspepsie 

 
15  

(14) 

 
48,7 ± 17,6 (21-73) 

(49,1 ± 18,2 (21-73)) 

 
 8  53,3% 
(7)        (50,0%) 

 
 7           46,7% 
(7)        (50,0%) 

 
IBS-Diarrhoe 

 
15  

(13) 

 
43,5 ± 20,6 (22-72) 

(43,38 ± 21,5 (22-72)) 

 
10          66,7% 
(9)        (69,2%)  

 
 5           33,3% 
(4)        (30,8%)  

 
IBS-

Obstipation 

 
13  

(11) 

 
50,6 ± 18,2 (28-82) 

(51,3 ± 17,8 (32-82)) 

 
10          76,9% 
(8)        (72,7%) 

 
 3           23,1% 
(3)        (27,3%) 

 

Die gesunden Probanden erwiesen sich mit durchschnittlich 54,8 Jahren sowohl in der 

Gesamtkohorte als auch mit 58,6 Jahren in der Mikrobiom-Subkohorte, als älteste 

Vergleichsgruppe. Hier war der jüngste Proband der Gesamtkohorte (entsprechend der 

Einschlusskriterien) 40 Jahre-, der älteste 75 Jahre alt, in der Subkohorte entsprechend 

44 sowie 75 Jahre alt. Patienten mit IBS-C und funktioneller Dyspepsie waren mit einem 

Durchschnittsalter von 50,6 Jahren (Subkohorte: 51,3 Jahre) bzw. 48,7 Jahren 

(Subkohorte: 49,1 Jahre) ähnlich alt, während die Gruppe mit IBS-D mit einem 

Durchschnittsalter von 43,5 Jahren (Subkohorte: 43,38 Jahre) nochmals deutlich jünger 

war. Trotz des markanten Altersunterschieds von bis zu 15 Jahren (bei Einzelpersonen) 

zwischen Kontrolle und IBS-D ergab sich hier jedoch für das Gesamtkollektiv kein 

statistisch signifikanter Altersunterschied zwischen den Gruppen (Gesamtkohorte 𝑝 =
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0,342, Subkohorte 𝑝 = 0,233). Auffallend war jedoch die nicht normalverteilte 

Altersstreuung zu Gunsten jüngerer Probanden sowohl innerhalb der IBS-D Gruppe der 

Gesamtkohorte als auch innerhalb der IBS-D Gruppe der Subkohorte (𝑝 = 0,005).  

In Hinblick auf die Geschlechtsverteilung konnte in der gesunden Kontrollgruppe und der 

Gruppe mit funktioneller Dyspepsie mit 50 % – 54,5 % weiblicher Probanden von einer 

ausgeglichenen Verteilung ausgegangen werden, bei der Gruppe mit IBS-D und IBS-C 

gab es einen deutlich höheren Anteil weiblicher Probanden, der jedoch ohne Signifikanz 

blieb (Gesamtkohorte 𝑝 = 0,503, Subkohorte 𝑝 = 0,58).  

 

 

 

Um das Vorliegen von IBS nicht nur anhand der beim Einschluss genutzten Rom-III 

Kriterien, sondern durch Nutzung objektiv messbarer Parameter zu überprüfen, wurde 

die Höhe der Antikörper Titer gegen Vinculin und CdtB mittels eines indirekten ELISA´s 

ermittelt. 

 

3.2.1 Vergleich der Anti-CdtB-Titer sowie -Positivitätsraten 

Beim Vergleich der so bestimmten Anti-CdtB-Antikörper-Titer ergaben Messungen mit 

2,72 ± 0,71 die höchsten Anti-CdtB-AK Werte für IBS-C, gefolgt von funktioneller 

Dyspepsie (2,62 ± 0,66), gesunden Kontrollen (2,53 ± 0,74) und IBS-D (2,35 ± 0,81) mit 

jeweils niedrigeren Titerwerten (siehe Tabelle 4).  

 

Tabelle 4: Mittelwerte und Standardabweichung der OD von Anti-CdtB-AK und Anti-Vinculin-AK 

sowie Positivitätsraten (in Prozent angegeben). 

Kohorte 
Anti-CdtB 

(Mittelwert+SD) 
Anti-CdtB 

(Pos.rate, %) 
Anti-Vinculin 

(Mittelwert+SD) 
Anti-Vinculin 
(Pos.rate, %) 

 
Gesund 

 
2,53 ± 0,74 

 
40,9 

1,60 ± 1,01 
 

36,4 

 
Funktionelle 
Dyspepsie 

 
2,62 ± 0,66 

40,0  1,30 ± 0,84 33,3 

 
IBS-Diarrhoe 

 
2,35 ± 0,81 

 
33,3  

0,86 ± 0,85 
 

13,3 

 
IBS-Obstipation 

 
2,72 ± 0,71 

 
53,8  

1,26 ± 0,70 
 

30,8 
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Da die gemessenen Antikörpertiter nicht bei allen Gruppen einer Normalverteilung 

glichen (keine Normalverteilung bei Anti-Vinculin-Werten von IBS-D und Gesunden), 

wurden die im Anhang (Anhang A) aufgeführten Originaldaten der Antikörpertiter jeweils 

zu Boxplots der unterschiedlichen Gruppenwerte zusammengefasst (siehe Abbildung 2).  

 

 

Abbildung 2: Vergleich der Anti-CdtB-Antikörpertiter zwischen den Gruppen. Keine statistisch 

relevanten Unterschiede zwischen den Kohorten. Punkte repräsentieren Ausreißer. 

 

Die Anti-CdtB-Werte der 4 Gruppen folgten jedoch einer Normalverteilung, hier grenzte 

sich die Kohorte mit funktioneller Dyspepsie durch einen kleineren Interquartilabstand, 

eine geringere Spannweite sowie ein Ausreißer nach unten von den anderen 

Vergleichsgruppen ab. Nichtsdestotrotz zeigten sich beim Gesamttest (𝑝 = 0,598), wie 

auch bei den paarweisen Vergleichen (IBS-C vs. Gesund 𝑝 = 0,413, FD vs. Gesund 𝑝 =

0,853, IBS-C vs. IBS-D 𝑝 = 0,16, IBS-D+IBS-C vs. Gesunde 𝑝 = 0,938) keine statistisch 

relevanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen. 

Auch beim Vergleich der Antikörpertiter der IBS-Gruppen (IBS-C und IBS-D) mit den 

„Nicht-IBS“ Gruppen (Gesunde und Funktionelle Dyspepsie) sind keine signifikanten 

Unterschiede erkennbar (𝑝 = 0,947).  

Basierend auf den von Pimentel et al. [105] ermittelten optimalen Cut-off Werten für 

Positivität (> 2,80 für Anti-CdtB) wurde zusätzlich der prozentuale Anteil an 

antikörperpositiven Probanden (Anti-CdtB positiv) innerhalb der Kohorten verglichen 

(siehe Abbildung 3).  
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Abbildung 3: Positivitätsraten für Anti-CdtB- sowie Anti-Vinculin Antikörper. Keine statistisch 

relevanten Unterschiede zwischen den Gruppen. 

 

Hierbei wiesen 53,8% der Patienten der IBS-C Kohorte positive Anti-CdtB 

Antikörperwerte auf, die restlichen Vergleichsgruppen folgten mit 40,9% (Gesunde), 

40,0% (FD) und 33,3% (IBS-D). Bei der Gegenüberstellung der Patienten mit einem 

positiven Biomarkernachweis konnten weder zwischen den einzelnen Kohorten beim 

Gesamttest (𝑝 = 0,742), noch beim paarweisen Vergleich (IBS-C vs. Gesund 𝑝 = 0,458, 

IBS-C vs. IBS-D 𝑝 = 0,274) oder zwischen IBS und “Nicht IBS“ Gruppen (𝑝 = 0,851), 

statistisch relevante Unterschiede aufgezeigt werden.  

 

3.2.2 Vergleich der Anti-Vinculin-Titer sowie -Positivitätsraten 

Im Vergleich zu den Anti-CdtB-Titern wurden bei den auf gleiche Weise gemessenen 

Anti-Vinculinwerten (siehe Tabelle 4) bei gesunden Probanden (1,60 ± 1,01) die 

höchsten Titer nachgewiesen, Patienten mit funktioneller Dyspepsie (1,30 ± 0,84) sowie 

IBS-C Patienten (1,26 ± 0,70) zeigten ähnlichere Werte auf als Patienten mit IBS-D 

(0,84 ± 0,85).  

Da die Antikörperwerte in der Kohorte IBS-D und bei den Gesunden nicht normalverteilt 

waren, stellt Abbildung 4 den Vergleich der Anti-Vinculin Titer der vier untersuchten 

Kohorten in Boxplots dar.  
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Abbildung 4: Vergleich der Anti-Vinculin-Antikörpertiter zwischen den Gruppen. Keine statistisch 

relevanten Unterschiede zwischen den Kohorten. Punkte repräsentieren Ausreißer. 

 

Hierbei bildete die Kohorte der gesunden Probanden im Vergleich zu allen anderen 

Kohorten die größte Spannweite, sowie einen überdurchschnittlich großen 

Interquartilabstand ab. Die Gruppe IBS-D hingegen charakterisierte sich durch eine 

geringe Spannbreite, sowie einen geringen Interquartilabstand mit einem Ausreißer nach 

oben.  

Vergleicht man die Anti-Vinculin-Antikörper Titer der Kohorten untereinander, so zeigte 

sich im Gesamttest ein tendenziell signifikanter Zusammenhang (𝑝 = 0,076) zwischen 

den Gruppen. Beim paarweisen Vergleich konnte nach entsprechender P-Wert Korrektur 

ein tendenziell signifikanter Unterschied zwischen IBS-D und Gesunden (𝑝 = 0,076) hin 

zu erhöhten Werten bei Gesunden gezeigt werden. Auch beim Vergleich der an 

Reizdarmsyndrom erkrankten (IBS-D und IBS-C) und nicht an IBS-erkrankten (FD und 

Gesunde) Gruppen konnte ein tendenziell signifikanter Unterschied (𝑝 = 0,068) hin zu 

erhöhten Werten bei „Nicht IBS“ gezeigt werden. 

In Bezug auf Antikörperpositivität wurden, basierend auf den Cut-off Werten für Anti-

Vinculin (> 1,68), 36,4% der gesunden Probanden als positiv getestet, danach folgten 

mit 33,3%, 30,8% sowie 13,3% die Gruppen FD, IBS-C sowie IBS-D (siehe Abbildung 

3). Hierbei konnten weder beim Gesamttest zwischen den einzelnen Gruppen 

untereinander (𝑝 = 0,473), noch beim paarweisen Vergleich (IBS-C vs. IBS-D 𝑝 = 0,262) 
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sowie beim Vergleich IBS und „Nicht IBS“ (𝑝 = 0,229) signifikante Unterschiede gezeigt 

werden.  

Möchte man wiederrum untersuchen, wie viele Probanden generell einen positiven 

Antikörpernachwies haben, also entweder Anti-CdtB- oder Anti-Vinculin Antikörpertiter 

über den entsprechenden Cut-off Werten aufweisen, so ergaben sich für Patienten mit 

IBS-C Positivitätsraten von 76,9%, bei Gesunden 63,6%, FD 60,0% und bei IBS-D 

40,0%, wobei sich hier im Gesamttest zwar kein signifikanter Zusammenhang zwischen 

den Kohorten zeigte (𝑝 = 0,48), bei den paarweisen Vergleichen jedoch zwischen IBS-

C und IBS-D ein Trend hin zu erhöhten Positivitätsraten bei  IBS-C zu erkennen waren 

(𝑝 = 0,098). Deutlich weniger Probanden wiesen bei beiden Antikörpern jeweils 

Titerwerte über dem Cut-Off auf, es wurden 13,6% der Gesunden, 13,3% der Patienten 

mit FD, 7,7% der Patienten mit IBS-C und 6,7% der Patienten mit IBS-D als positiv 

getestet (siehe Abbildung 3). 

Zusammengefasst zeigte weder der Vergleich der Anti-CdtB-Titer und -Positivitätsraten 

noch der Vergleich der Anti-Vinculin-Titer und -Positivitätsraten statistisch signifikante 

Unterschiede zwischen den Kohorten, wobei beim Vergleich der Anti-Vinculin-Titer (IBS-

D vs. Gesunde, IBS-D+IBS-C vs. Gesunde+FD) ein Trend hin zu erhöhten Werten bei 

Gesunden und „Nicht IBS“ zu verzeichnen war. Ebenso konnte beim Vergleich der 

Positivitätsraten (Positivität für mindestens einen der beiden Antikörper) ein Trend hin 

zu erhöhter Antikörperpositivität bei IBS-C Probanden im Vergleich zu Patienten mit IBS-

D gezeigt werden (𝑝 = 0,098). Insgesamt zeichnete sich die Gruppe mit IBS-C in Bezug 

auf Anti-CdtB bei den Titerwerten sowie bei den Positivitätsraten durch die höchsten 

Werte- und die Gruppe mit IBS-D durch die niedrigsten Werte aus. Bei Anti-Vinculin 

wiesen jeweils die gesunden Probanden die höchsten Titer und Positivitätswerte auf, 

wohingegen auch hier die IBS-D Kohorte die niedrigsten Werte aufzeigte.  

 

 

 

Bei den oben beschriebenen Anti-CdtB-Antikörpertitern zeigte die IBS-C Kohorte die 

höchsten Werte auf, gefolgt von funktioneller Dyspepsie > Gesunden und > IBS-D. 

Diese Rangfolge unterscheidet sich von der in der Literatur beschriebenen Reihenfolge 

[105, 114], in der die höchsten Werte für IBS-D > IBS-C > Gesunde beschrieben wurden. 

Aus diesem Grund wurden mittels Einzelanalysen potentielle Einflussfaktoren (PPI, 

NSAR, Antibiotikaeinnahme in den letzten 3 Jahren, Alkohol, Nikotin, BMI, Allergien, IL-

6, akuter- und chronischer Entzündungsgrad- sowie Lymphozyten-, Plasmazellen- und 
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Eosinophileninfiltrate von jeweils Duodenum, C.ascendens, C.descendens und 

terminalem Illium) auf ihre Signifikanz als einwirkende Größen auf die Anti-CdtB-Werte 

hin untersucht, um eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz der Titerwerte zur 

Literatur zu erhalten.  

Mittels Regressionsanalysen konnte gezeigt werden, dass Anti-CdtB Werte bei 

Vorliegen von Eosinophileninfiltraten im C.descendens (𝑝 < 0,05), sowie bei 

Antibiotikaeinnahme innerhalb der letzten 3 Jahre (𝑝 < 0,05), signifikant ansteigen (𝑅2 =

0,159). Dies bedeutet, dass 15,9% der Anti-CdtB Variabilität durch die beiden oben 

genannten Einflussfaktoren erklärt werden kann, das Model hat nach Cohen somit eine 

mittlere Varianzaufklärung und damit auch eine mittlere Anpassungsgüte. Den größten 

Einfluss zeigten Eosinophileninfiltrate (𝑝 = 0,038), dicht gefolgt von Antibiotikaeinnahme 

innerhalb der letzten 3 Jahre (𝑝 = 0,012). Zu Anti-Vinculin Antikörpern erfolgte keine 

Regressionsanalyse, da sich hier bei den Einzelanalysen nur eine mögliche 

Einflussgröße (akuter Entzündungsgrad im C.ascendens) ergab. Die Signifikanz des 

Models konnte zuvor mittels einer Varianzanalyse (ANOVA) gegen Zufall abgesichert 

werden 𝐹(3,59) = 4,922,  𝑝 = 0,004.  

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass es neben dem Zusammenhang zwischen 

Eosinophileninfiltraten und der Anti-CdtB Bildung auch eine Verbindung zwischen der 

mikrobiotaverändernden Antibiotikaeinnahme und der Anti-CdtB Bildung gibt, die 

wahrscheinlich über den Zwischenschritt der Dysbiose abläuft.   

Um dementsprechend die Verbindung von Mikrobiotaveränderungen zu den 

Antikörperwerten zu untersuchen und zusätzlich die einzelnen Bakterienprofile der 

Kohorten zu charakterisieren, wurden im Folgenden unterschiedliche 

Mikrobiomvergleiche vorgenommen.   

 

 

 

Zur Analyse der Mikrobiomprofile wurden die Stuhlproben von insgesamt 53 Probanden 

der Gesamtkohorte anhand des GA-map®- Dysbiose Tests [104] untersucht (genauere 

Beschreibung des Tests siehe 1.7). Hierunter befanden sich 15 Gesunde, 11 Patienten 

mit IBS-C, 13 Patienten mit IBS-D sowie 14 Patienten mit funktioneller Dyspepsie.  

 

3.4.1 Vergleich von Dysbioseindizes von Anti-CdtB-/Anti-Vinculin- positiven 

sowie – negativen Probanden 

Anhand des Dysbioseindex kann die jeweilige Mikrobiom-Abweichung von der 

Mikrobiomstruktur einer gesunden Referenz-Kohorte [104] auf einer Skala von 1 bis 5 
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eingeordnet werden, womit eine einfachere klinische Anwendung gewährleistet wird. In 

diesem Zusammenhang wiesen in unserer Kohorte 11 Antikörper negative Probanden 

einen nondysbiotischen Index (1-2) - und 10 Probanden eine dysbiotischen Index (DI>2) 

auf (siehe Abbildung 5).  

 

 

Abbildung 5: Anzahl der nicht dysbiotischen (DI=1-2), sowie der dysbiotischen (DI>2) Patienten 

in Abhängigkeit des Antikörperstatus. Keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den 

beiden Gruppen. 

 

Betrachtet man hingegen die Studienteilnehmer, die mindestens einen der beiden 

Antikörper über dem Cut-off aufwiesen (Ak-positiv), so hatten fast doppelt so viele (20 

Probanden) einen dysbiotischen Index im Vergleich zu 12 nondysbiotischen Probanden. 

Somit zeigten 63% der antikörperpositiven Teilnehmer eine Dysbiose auf, bei den 

antikörpernegativen Probanden waren es 48%. Beim statistischen Vergleich der 

Dysbioseindizes zwischen Antikörper negativen- sowie Antikörper positiven Probanden 

konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (𝑝 = 0,285) 

gezeigt werden. 

 

Um die Gruppe der antikörperpositiven Probanden genauer zu untersuchen, wurde 

diese nochmals in die zwei Subgruppen ((1) einer der beiden Antikörper positiv und (2) 

beide Antikörper positiv) unterteilt. Hier wiesen bei der Gruppe mit einem positiven 

Antikörper 15 der 27 Probanden eine Dysbiose auf, bei den Probanden mit beiden 

positiven Antikörpern waren es 5 von 5 (siehe Abbildung 6). Beim Vergleich der 
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Antikörper negativen Probanden mit der Subgruppe mit beiden positiven Antikörpern 

zeigte sich ein tendenziell signifikanter Unterschied (𝑝 = 0,053), wobei eine Dysbiose 

häufiger bei Probanden mit 2 positiven Antikörpernachweisen vorliegt.  

 

 

Abbildung 6: Anzahl der nicht dysbiotischen (DI=1-2), sowie der dysbiotischen (DI>2) Patienten 

in Abhängigkeit des Antikörperstatus untergliedert in Antikörper negative Probanden (n=21), 

Probanden mit einem positiven Antikörpernachweis (n=27) sowie Probanden mit beiden 

Antikörpern positiv (n=5). Tendenziell signifikanter Unterschied zwischen dysbiotischem DI und 

positivem Antikörperstatus für beide AK.  

 

Um weiter zu differenzieren, ob einer der beiden Antikörper (Anti-CdtB/Anti-Vinculin) 

einen stärkeren Einfluss auf das Vorliegen einer Dysbiose aufweist, wurden im 

Folgenden beide Antikörper separat getestet (siehe Abbildung 7). Bei den Patienten mit 

positiven Anti-CdtB-Titern wiesen 16 Patienten eine Dysbiose auf, im Vergleich zu 6 

Patienten ohne Dysbiose.  



 

 30 

 

 

Abbildung 7: Anzahl der nicht dysbiotischen (DI=1-2), sowie der dysbiotischen (DI>2) Patienten 

in Abhängigkeit der Anti-CdtB- sowie Anti-Vinculin Positivität. Signifikanter Unterschied zwischen 

dysbiotischem DI und positiven Anti-CdtB Titern.  

 

Von den Probanden ohne erhöhte Anti-CdtB Titer hingegen hatten 14 Teilnehmer eine 

Dysbiose und 17 Probanden keine Dysbiose. In diesem Fall konnte ein signifikanter 

Zusammenhang zwischen dysbiotischen Indizes und erhöhten Anti-CdtB Werten (𝑝 =

0,046) bewiesen werden. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Dysbiose häufiger 

bei Probanden mit positiven Anti-CdtB-Titern vorliegt und somit eine eindeutige 

Assoziation dieser beiden Parameter besteht. 

Oben genannte Zusammenhänge konnten für die Anti-Vinculin Antikörper jedoch nicht 

nachgewiesen werden, hier wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer 

Dysbiose und Anti-Vinculin positiven Probanden gezeigt (𝑝 = 0,754) was verdeutlicht, 

dass von beiden Antikörpern lediglich die Anti-CdtB Antikörper als Faktor mit einer 

Dysbiose in Verbindung gebracht werden können. 

 

3.4.2 Unterschiede in der Stuhl-Mikrobiomzusammensetzung der Ak-positiven- 

vs. Ak-negativen Probanden  

Neben der Betrachtung des Ausmaßes von Mikrobiomveränderungen anhand des 

Dysbioseindex, können Unterschiede in der Mikrobiotakomposition der Stuhlproben 

strukturiert und vereinfacht mittels einer Hauptkomponentenanalyse (PCA: Principal 

Component Analysis) dargestellt werden. Hierzu wurden die bakteriellen GA-map®-
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Signalstärkedaten der Stuhlproben von Ak-positiven- sowie Ak-negativen Probanden in 

Abbildung 8 veranschaulicht. 

 

 

Abbildung 8: Unterschiede in der Stuhl-Mikrobiomzusammensetzung der Ak-positiven- vs. Ak-

negativen Probanden dargestellt als PCA: Ak-negativ (schwarz, n=21), Ak-positiv (rot, n=32). 

 

Auffällig war, dass die Gruppe der antikörperpositiven Probanden einen größeren 

Bereich der PCA abdeckten und somit auch eine größere Variation im Mikrobiomprofil 

im Vergleich zu antikörpernegativen Studienteilnehmern aufwiesen. Bei beiden Gruppen 

lag jedoch ebenso ein hoher Überlappungsgrad vor, sodass sich ein großer Anteil der 

Probanden im Mikrobiomprofil ähneln. Diese Darstellung ermöglicht es ebenfalls, 

Ausreißer, die sich außerhalb des 95% Intervalls befinden, zu erkennen, dies waren 4 

AK-positive- sowie und 2 AK-negative Probanden. 

 

Um Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung der Ak-pos. und Ak-neg. 

Probanden weiter zu untersuchen, wurde eine orthogonale partielle Diskriminanzanalyse 

der kleinsten Quadrate (OPLS-DA) durchgeführt. Das OPLS-DA-Modell zeigte keine 

klare Trennung zwischen den beiden Gruppen AK-positiv und AK-negativ, sowie eine 

unzureichende prädiktive Genauigkeit des Models (𝑅2𝑌 = 0,199, 𝑄2 = −0,146).  
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Mit diesem Modell konnten ebenfalls jene Bakterien identifiziert werden, die den größten 

Effekt auf Antikörper positive Individuen und auf hohe Dysbioseindizes aufwiesen, dies 

waren Proteobacteria, sowie Phascolarctobacterium sp. und R. albus & R. bromii, 

welche jeweils häufiger in Patienten mit Dysbiose sowie positivem Antikörperstatus 

gemessen wurden. Dieser Effekt wird durch den DI-Algorithmus erklärt, bei dem die 

verschiedenen Bakterienmarker unterschiedliche Auswirkungen auf den DI-Score 

haben. 

 

 

 

Neben der Betrachtung der Mikrobiomprofile von antikörperpositiven sowie -negativen 

Probanden wurden Mikrobiomvergleiche ebenfalls zwischen den 4 Kohorten Gesunde, 

IBS-C, IBS-D sowie funktioneller Dyspepsie vorgenommen, um gruppenspezifische 

Unterschiede zu untersuchen. 

 

3.5.1 Dysbiosehäufigkeit und -Verteilung in den unterschiedlichen Kohorten  

Zunächst wurde hierzu die Verteilung der einzelnen Dysbioseindizes 1-5 innerhalb der 

jeweiligen Kohorte (siehe Abbildung 9) untersucht, wobei sich hier kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zeigte (𝑝 = 0,247). 

 

 

Abbildung 9: Verteilung der DI innerhalb der Kohorten. Keine statistisch signifikanten 

Unterschiede zwischen den Gruppen. 
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Fasst man nun der Übersicht halber die Patienten mit einem Dysbioseindex von 1-2 zu 

„nicht dysbiotischen“ und die Patienten mit einem Dysbioseindex 3-5 zu „dysbiotischen“ 

Patienten zusammen, so wird deutlich, dass die IBS-C Kohorte den höchsten Anteil an 

dysbiotischen Probanden aufwies. Hier hatten 81,1% der Patienten eine Dysbiose 

(Abbildung 10).  

 

 

Abbildung 10: Darstellung der Verteilung der nicht dysbiotischen (DI=1-2) sowie dysbiotischen 

(DI<2) Indizes in den verschiedenen Gruppen. Kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

den Kohorten. 

 

Bei der Kohorte mit FD konnte bei 57,1% der Patienten ein dysbiotischer Index gezeigt 

werden, bei den Gesunden wurde bei 46,7% der Probanden eine Dysbiose 

nachgewiesen. Die wenigsten dysbiotischen Patienten lagen mit 46,2% in der Kohorte 

mit IBS-D vor. Trotz des sehr hohen Anteils an Dysbiose in der IBS-C Kohorte konnte 

kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dysbiotischen- sowie nicht 

dysbiotischen Patienten innerhalb der 4 Kohorten (𝑝 = 0,267) gezeigt werden. 

 

3.5.2 Unterschiede in der Stuhl-Mikrobiomzusammensetzung zwischen den 4 

Kohorten  

Die stark veränderte Mikrobiomzusammensetzung in der IBS-C Kohorte deutete sich 

nicht nur durch den erhöhten Anteil dysbiotischer Patienten in dieser Gruppe an, sondern 

ebenfalls beim Vergleich der mikrobiellen Komposition der 4 Kohorten mittels PCA. 

Hierbei zeigte sich deutlich, dass die Gruppen Gesunde, FD und IBS-Diarrhoe am 

meisten überlappen und ein jeweils eng gefasstes Gebiet einschließen, wobei die IBS-
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Obstipations Gruppe ein größeres und zu den Vergleichsgruppen leicht verschobenes 

Areal in der PCA abdeckte (siehe Abbildung 11).  

 

 

Abbildung 11: Unterschiede in der Stuhl-Mikrobiomzusammensetzung der 4 Kohorten dargestellt 

als PCA: Gesund (n=15), IBS-Obstipation (n=11), IBS-Diarrhoe (n=13) und FD (n=14). Jeder 

Patient ist mit einer patienteneigenen ID visualisiert, die entsprechend der zugehörigen Kohorte 

farblich gekennzeichnet ist (siehe Legende). Die Ellipsen decken ungefähr 80% der Punkte für 

jede Gruppe ab. 

 

Dies bedeutet zum einen, dass sich die IBS-C Kohorte in ihrer 

Mikrobiomzusammensetzung stärker von den anderen 3 Gruppen unterscheidet, 

wohingegen diese untereinander jeweils ein ähnlicheres Mikrobiotaprofil teilen. Zum 

anderen verdeutlicht dies, dass die IBS-C Gruppe auch eine größere interindividuelle 

Variation im Vergleich zu den anderen Gruppen zeigt, sie separiert sowohl in PC1-, als 

auch in PC2-Richtung am meisten von allen Gruppen.  
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Vergleicht man nun zur genaueren Unterscheidung der Kohorten die gesunden 

Kontrollen einzeln mit jeweils den drei Krankheitsgruppen (IBS-D, IBS-C und FD), so 

kann mittels OPLS-DA keine klare Trennung der Gruppen gezeigt werden (Gesunde vs. 

IBS-D 𝑅2𝑌 = 0,273, 𝑄2 = −0,179, Gesunde vs. 𝑅2𝑌 = 0,269, 𝑄2 = −0,375, Gesunde vs. 

FD 𝑅2𝑌 = 0,155, 𝑄2 = −0,103). 

 

3.5.3 Vergleich der Mikrobiomkomposition von Ak-positiven- und Ak-negativen 

Probanden innerhalb der jeweiligen 4 Kohorten 

Um weiter zu differenzieren, ob es Unterschiede in der Mikrobiomzusammensetzung 

innerhalb der Kohorten zwischen AK-positiven und AK-negativen Probanden gibt, 

wurden die Probanden der jeweiligen Gruppen nochmals in Antikörper-positive- sowie 

Antikörper-negative Subgruppen unterteilt. Hierbei konnte mittels PCA kein Clustering 

bzw. keine Überlappung und somit keine subgruppen spezifischen Zusammenhänge 

von Antikörperstaus und Mikrobiomprofil gezeigt werden (Abbildung 12, Abbildung 13, 

Abbildung 14). Auch in dieser Darstellung spiegelt sich die in 3.5.2 beschriebene breitere 

interne Streuung der IBS-C Kohorte erneut wider (Abbildung 13).  

 

 

Abbildung 12: PCA der AK-Gruppen in FD (n=5 Ak-negativ, n=9 Ak-positiv) und gesunden 

Probanden (n=5 Ak-negativ, n=10 Ak-positiv). Kein Clustering der Subgruppen. 
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Abbildung 13: PCA der AK-Gruppen in IBS-Obstipation (n=3 Ak-negativ, n=8 Ak-positiv) und 

gesunden Probanden (n=5 Ak-negativ, n=10 Ak-positiv). Kein Clustering der Subgruppen. 

 

 

Abbildung 14: PCA der AK-Gruppen in IBS-Diarrhoe (n=8 Ak-negativ, n=5 Ak-positiv) und 

gesunden Probanden (n=5 Ak-negativ, n=10 Ak-positiv). Kein Clustering der Subgruppen. 

 

Zu beachten ist jedoch, dass es sich bei den Subgruppen jeweils um sehr kleine 

Gruppengrößen gehandelt hat (𝑛 = 3 bis 𝑛 = 10 ), sodass ein mögliches Clustering auch 

aufgrund der kleinen Anzahl gegebenenfalls nicht zustande kam. 
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3.5.4 Unterschiede in Bakterienprofilen der Kohorten durch „functional bacteria 

profiling“  

Anhand des Dysbioseindex und der PCA Darstellung wurde bereits deutlich, dass es 

Unterschiede in den Mikrobiomprofilen der Kohorten gibt. Um zu untersuchen welche 

Unterschiede genau auftreten, wurde ein „functional bacteria profiling“ durchgeführt, bei 

dem die Stuhlproben der Probanden mit 5 zuvor berechneten „normobiotischen-

Bakterienprofilen“, die als Referenzwert dienen, verglichen wurden. Diese 

Bakterienprofile wurden zuvor von Genetic Analysis in Oslo, basierend auf einigen 

ausgewählten bakteriellen Sonden und ihrem Häufigkeitswert (abundance score von -3 

bis +3 reichend), berechnet. Durch dieses Verfahren war es möglich, Abweichungen hin 

zu erhöhten oder erniedrigten Werten vom jeweiligen „Referenzprofil“ zu detektieren. Die 

5 ermittelten Bakterienprofile waren ein butyrat-produzierendes Bakterienprofil, ein 

protektives Bakterienprofil der Darmmukosa, F. prausnitzii als Darmgesundheitsmarker, 

ein Profil für protektive Darmbarriere-Bakterien und opportunistische Bakterien und ein 

Pro-inflammatorisches Bakterienprofil. Im Folgenden sind die jeweiligen Profile im 

Einzelnen kurz erläutert und charakterisiert.  

 

Butyrat-produzierendes Bakterienprofil: 

Dieses Profil setzt sich zusammen aus Eubacterium hallii (E. hallii), Eubacterium rectale 

(E. rectale) und Faecalibacterium prausnitzii (F. prausnitzii). Als pathologisch verändert 

galten Profile, bei denen mindestens 2 der oben genannten Bakterien einen abundance 

score < 0 aufwiesen. Erniedrigte Werte dieses Bakterienprofils können bei den 

Betroffenen eine verminderte Produktion der kurzkettigen Fettsäure Butyrat 

verursachen. Sie stellt die Hauptenergiequelle der Darmzellen dar und ist bei vielen 

Immunologischen- und Stoffwechselfunktionen beteiligt [117].  

 

Protektives Bakterienprofil der Darmmukosa: 

Zum protektiven Profil der Mukosa zählen Akkermansia Muciniphila (A. Muciniphila) und 

F. prausnitzii. Falls die abundance scores beider Bakterien < 0 sind, liegt ein 

pathologisch verändertes Profil vor. Erniedrigte Werte können eine verminderte 

Schutzfunktion der Darmmukusa verursachen. 

 

F. prausnitzii Darmgesundheitsmarker: 

Zu diesem Bakterienprofil zählt F. prausnitzii, ein Schlüsselbakterium, welches die 

Darmgesundheit fördert und eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Darmhomöostase 
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spielt. Pathologische Veränderungen wurden hier bei einem abundance score < −1 

definiert.  Es wurden bereits erniedrigte Werte in Zusammenhang mit M. Chron und 

Zöliakie beschrieben [118]. 

 

Profil für protektive Darmbarriere-Bakterien und opportunistische Bakterien: 

F. prausnitzii, R. gnavus, Proteobacteria und Shigella spp. & Escherichia spp. ergeben 

zusammen dieses Profil. Hierbei gelten Profile als pathologisch, falls mindestens ein 

abundance score der Bakterien (R. gnavus, Proteobacteria oder Shigella spp. & 

Escherichia spp.) > 0 aufweist und der abundance score von F. prausnitzii < 0 ist. Mit 

diesem Bakterienprofil können Rückschlüsse darauf gezogen werden, ob eine 

Imbalance zwischen protektiven Bakterien, welche eine Schutzfunktion der 

Darmbarriere darstellen, sowie opportunistischen pro-inflammatorischen Bakterien 

vorliegt. 

 

Pro-inflammatorisches Bakterienprofil: 

Zu diesem Profil werden Proteobacteria und Shigella spp. & Escherichia spp. Gerechnet. 

Pathologisch veränderte Profile mit erhöhten Leveln an proinflammatorischen Bakterien 

gelten bei abundance scores > 0 (für beide Bakterien) sowie wenn zusätzlich eines der 

beiden Bakterien einen abundance score > 1 zeigt.  

 

Auf Basis dieser berechneten Referenzprofile wurden im Folgenden die 

Bakterienprofilveränderungen der 4 Kohorten untersucht und die jeweilige prozentuale 

Verteilung an pathologischen Profilabweichungen zur Referenzgruppe in Abbildung 15 

dargestellt. 
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil an Patienten pro Kohorte mit Profil-Abweichungen von den 

errechneten Referenzwerten 

 

Insgesamt verdeutlicht diese Graphik, dass in der IBS-C Kohorte prozentual gesehen 

die meisten Probanden mit pathologisch abweichenden Mikrobiomprofilen vorliegen. 

Hier wiesen fast die Hälfte (45%) der Probanden eine Imbalance zwischen protektiven 

Bakterien und opportunistischen Bakterien-, sowie erhöhten proinflammatorischen 

Bakterien auf. Ebenso wurde in dieser Gruppe der höchste Anteil an erniedrigten 

F.prausnitzii sowie butyratproduzierenden Bakterien verzeichnet, sodass diese Kohorte 

bei 4 von 5 Profilen die größten pathologischen Abweichungen aller Kohorten aufwies. 

Beim Profil der proinflammatorischen Bakterien erreichten diese kohortenspezifischen 

Unterschiede statistische Signifikanz (𝑝 = 0,013) mit signifikant erhöhten 

proinflammatorischen Bakterien in der IBS-C Kohorte.  

Erstaunlicherweise zeigten sich bei den Profilen von IBS-D und funktioneller Dyspepsie 

die geringsten Abweichungen zur skandinavischen Referenzgruppe, wobei die Profile 

der gesunden Probanden mit Ausnahme des Profils für erniedrigte F. prausnitzii, 

häufiger auf pathologische Abweichungen hinwiesen. In den nachfolgenden Abschnitten 

werden die jeweiligen Veränderungen der Profile in den 4 Kohorten nochmals ausführlich 

im Detail beschrieben.  
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3.5.4.1 Bakterienprofil der Gesunden Kohorte:  

In der gesunden Kohorte zeigten 2 der insgesamt 15 Probanden (13%) erniedrigte Level 

an Butyrat produzierenden Bakterien auf. Diese beiden Probanden hatten ebenfalls eine 

Dysbiose. Erniedrigte Level der Bakterien des protektiven Bakterienprofils waren bei 4 

(27%) Studienteilnehmern zu verzeichnen, hier konnte bei 3 dieser Probanden 

zusätzlich eine Dysbiose gezeigt werden. Bei der Häufigkeit von F. prausnitzii waren bei 

2 Patienten (13%) erniedrigte Werte gemessen worden, welche ebenfalls einen 

dysbiotischen Index aufwiesen. Bei 5 gesunden Probanden (33%) wurde eine Imbalance 

von protektiven und opportunistischen Bakterien nachgewiesen, 3 der 5 Probanden 

waren ebenfalls dysbiotisch. Zuletzt konnten bei 4 gesunden Teilnehmern (27%) erhöhte 

Level an proinflamatorischen Bakterien gemessen werden, wobei alle 4 Probanden 

ebenfalls einen 𝐷𝐼 > 2 zeigten.  

 

3.5.4.2 Bakterienprofil der IBS-Obstipations Kohorte: 

Bei Patienten mit IBS-Obstipation wurden bei 3 Probanden (27%) erniedrigte Butyrat-

produzierende Bakterien sowie eine zusätzliche Dysbiose nachgewiesen. Die 

darmprotektiven Bakterien zeigten sich bei 2 Studienteilnehmern (18%) als verringert, 

auch diese Probanden wiesen eine Dysbiose auf. Von den insgesamt 4 Probanden 

(36%), welche erniedrigte Werte von F. prausnitzii zeigten, waren 3 Probanden 

zusätzlich dysbiotisch. Ein gestörtes Gleichgewicht zwischen protektiven und 

opportunistischen Bakterien stellt sich bei 5 Studienteilnehmern (45%) heraus, wovon 4 

wiederum eine Dysbiose zeigten. Erhöhte Level an pro-inflamatorischen Bakterien 

konnten ebenfalls bei 5 (45%) der 11 Patienten gemessen werden, hiervon waren alle 

Patienten dysbiotisch.  

 

3.5.4.3 Bakterienprofil der IBS-Diarrhoe Kohorte: 

Von den insgesamt 13 Patienten, die der Gruppe IBS-D angehören, wies 1 Patient (8%) 

erniedrigte Level an Butyrat-produzierenden Bakterien auf. Bei ebenfalls einem 

Probanden (8%) wurde eine verringerte Anzahl darmprotektiver Bakterien 

nachgewiesen. Dieser Proband hatte zusätzlich eine Dysbiose. Insgesamt 2 Patienten 

(15%) (einer davon dysbiotisch) zeichneten sich durch erniedrigte Spiegel von 

F.prausnitzii aus. Eine Imbalance protektiver- und opportunistischer Bakterien wurde 

ebenso bei 2 Probanden (15%) gemessen, auch hiervon zeigte sich 1 Proband 

dysbiotisch. Erhöhte Level an pro-inflamatorischen Bakterien konnten bei einem 

Probanden (8%) nachgewiesen werden.   
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3.5.4.4 Bakterienprofil der Funktionellen Dyspepsie Kohorte: 

Von den Patienten mit funktioneller Dyspepsie waren weder im Profil der Butyrat-

produzierenden- noch im Profil der pro-inflamatorischen Bakterien Abweichungen in der 

Bakterienanzahl im Verhältnis zu den errechneten Referenzprofilen festzustellen. Bei 

den darmprotektiven Bakterien konnten jedoch bei einem Probanden (7%) verringerte 

Werte gemessen werden, dieser wies gleichzeitig auch eine Dysbiose auf. Insgesamt 4 

Patienten (28%) (alle dysbiotisch) zeichneten sich durch erniedrigte Werte von 

F.prausnitzii aus. Ein gestörtes Gleichgewicht zwischen protektiven- und 

opportunistischen Bakterien zeigte sich ebenfalls bei 4 Probanden (28%), wovon auch 

alle Probanden dysbiotisch waren.  

 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse des functional bacteria profiling, dass die Mikrobiota 

der Patienten mit IBS-C die größten Abweichungen zu der berechneten normobiotischen 

Referenzgruppe aufweisen, wobei diese Veränderungen hauptsächlich auf signifikant 

erhöhte proinflammatorische Bakterien sowie erniedrigte butyrat produzierende 

Bakterien zurückzuführen sind.  

 

Zusammenfassend wurde deutlich, dass weder bei den Anti-CdtB-Titern und -

Positivitätsraten noch bei den Anti-Vinculin-Titern und -Positivitätsraten 

gruppenspezifische Unterschiede vorlagen und dass diese beiden Antikörper auch keine 

Korrelation untereinander aufwiesen. Es zeigte sich jedoch ein positiver Einfluss von 

Antibiotikaeinnahmen auf die Anti-CdtB-Werte sowie eine Korrelation zwischen 

Dysbiose und Anti-CdtB-positiven Probanden. Außerdem konnten signifikant erhöhte 

proinflammatorische Bakterien sowie (nicht signifikant) erniedrigte butyrat produzierende 

Bakterien in der IBS-C Kohorte nachgewiesen werden.  
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4 DISKUSSION 

Die zuverlässige Diagnose von funktionellen gastrointestinalen Erkrankungen ist von 

entscheidender Bedeutung für eine gezielte Therapie. Hier werden in der Literatur neben 

den Rom-Kriterien im Wesentlichen Mikrobiomanalysen durch 16S-rRNA-

Sequenzierung sowie Antikörper basierte Tests beschrieben. Ein eindeutiges 

Diagnostikverfahren, insbesondere für die Unterscheidung von IBS-C, IBS-D bzw. 

Funktioneller Dyspepsie von anderen Erkrankungen mit sich ähnlich präsentierender 

Symptomatik ist bislang noch nicht etabliert. Daher wurde in dieser Arbeit neben einer 

kohortenspezifischen Analyse der Anti-CdtB- sowie Anti-Vinculin-Antikörpertiter, ebenso 

eine hochspezifische Analyse von bestimmten zuvor ausgewählten mikrobiellen Profilen 

von Probanden mit FGID’s vorgenommen. Mikrobiomunterschiede wurden zwischen 

den Kohorten sowie zwischen AK-positiven und AK-negativen Probanden untersucht. 

Interessanterweise grenzten sich dabei die Patienten mit IBS-C durch eine abweichende 

Mikrobiomzusammensetzung (mit einem verstärkt proinflammatorischem Darmmilieu 

und niedrigen Butyratproduzierenden Bakterien) von den restlichen untersuchten 

Kohorten ab. Außerdem konnte ein Zusammenhang zwischen Dysbiose und Anti-CdtB-

Antikörpern hergestellt werden. Diese neuen Erkenntnisse können eine andere 

Sichtweise auf die Pathophysiologie, insbesondere die des PI-IBS, werfen und einen 

Beitrag zur Entwicklung optimierter Diagnostik und ggf. verbesserter Therapieansätze 

leisten. Basierend auf der Analyse der veränderten Mikrobiomprofile könnte so das 

Ausmaß der Dysbiose erkannt und durch gezielte mikrobielle Therapien ausgeglichen 

werden, um die folgenden inflammatorischen Reaktionen zu reduzieren. 

 

 

 

Die bislang in der Literatur beschriebenen Ergebnisse sind aktuell noch sehr 

uneinheitlich und basieren insbesondere bei der Bewertung der Antikörper auf einigen 

wenigen Studien. Hierbei konnten 3 Studien [105, 113, 114] erhöhte Anti-CdtB und Anti-

Vinculin-Antikörpertiter bei Patienten mit IBS-D nachweisen, eine andere Studie [115] 

beschrieb lediglich erhöhte Anti-CdtB Werte bei Patienten mit FD und FD/IBS overlap.  

Ähnlich heterogen ist die Datenlage für Studien der Mikrobiomanalyse. Hier befassen 

sich zwar deutlich mehr Arbeiten mit der Untersuchung der Bakterienzusammensetzung, 

aber aus den sehr heterogenen Daten kann bislang noch kein eindeutiges 

Mikrobiomprofil den verschiedenen Subgruppen zugeordnet werden. Einen Versuch, 
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das Ausmaß der komplexen mikrobiellen Veränderungen zu erfassen, machten Casén 

et al. [104] durch die Entwicklung des Dysbioseindex, welcher den Grad der 

vorliegenden Dysbiose angibt und bei beiden IBS-Subgruppen gegenüber der 

Kontrollgruppe erhöht war. Zahlreiche Analysen der Mikrobiotakomposition, die auf 

verschiedenen taxonomischen Ebenen und bei unterschiedlichen Ethnien durchgeführt 

wurden, lieferten bislang sehr uneinheitliche Profile, jedoch wird vermehrt der Trend 

einer erhöhten Firmicutesabundanz, einer erniedrigten Bacteriodeteshäufigkeit und 

einer reduzierten α-Diversität bei Patienten mit IBS beschrieben [119]. In den wenigen 

Subgruppenanalysen zeichnete sich jedoch kein Trend eines eindeutigen 

reproduzierbaren spezifischen Profils ab. 

 

Das in dieser Arbeit vorgestellte Verfahren nutzte eine Kombination aus einer 

serologischen- als auch einer mikrobiellen Charakterisierung der Probanden. Hierbei 

zeichnete sich die IBS-C Kohorte durch zahlreiche Unterschiede (sowohl bei den 

Antikörpern als auch bei dem Mikrobiom) zu den Vergleichsgruppen aus (siehe Tabelle 

5). 

 

Tabelle 5: Übersicht der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, (+/- Referenzprofil, + verändertes 

Profil hin zu gesünderem Profil, +/+ verändertes Profil hin zu deutlich gesünderem Profil, -/- 

verändertes Profil hin zu deutlich inflammatorischem Profil) 

 Gesunde IBS-D IBS-C FD 

Bakterienprofiling -/+ + -/- +/+ 

Mittlerer 
Dysbioseindex 

2,6 2,5 3,6 2,8 

Dysbiotisch (%) 47 46 81 57 

Anti-CdtB       
(OD) 

2,53 2,35 
 

2,72 2,62 

Anti-CdtB          
(% pos) 

41 33 54 40 

Anti-Vinculin 
(OD) 

1,60 0,86 1,26 1,30 

Anti-Vinculin 
(%pos) 

36 13 31 33 

PCA - 
Ähnlich wie 
Gesunde 

Abweichendes 
Profil, 

gesteigerte 
Heterogenität 

Ähnlich wie 
Gesunde 
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Nicht bei allen Einzelergebnissen konnte eine statistische Signifikanz erreicht werden, 

wofür eine zu geringe Anzahl an Probanden ursächlich sein könnte. Dennoch waren in 

der IBS-C Kohorte am häufigsten positive Anti-CdtB Titer und eine deutlich abweichende 

intestinale mikrobielle Zusammensetzung zu beobachten. Dies manifestierte sich durch 

erhöhte Dysbioseindizes, pathologisch veränderte Abundanzen von 

proinflammatorischen- und butyrat-produzierenden Bakterien, sowie ein separates 

Clustering der IBS-C Kohorte in der PCA. Im Gegensatz zu diesem Befund ließen sich 

anhand des funktionalen Profilings keine bestimmten Muster identifizieren, die eine 

Abgrenzung zwischen den Kontrollen und FD oder IBS-D ermöglichten. 

 

Mit Ausnahme der Indikatorbakterien für die Darmgesundheit (F. prausnitzii) sprechen 

alle anderen Indikatorbakterien des funktionalen Bakterienprofilings für eine 

physiologischere Darmpopulation dieser beiden Kohorten. Der Befund bei IBS-D steht 

im Gegensatz zu der bislang beschriebenen Literatur, hier wird ein Anstieg von 

proinflammatorischen Proteobakterien- sowie von Enterobakterien berichtet [71, 120, 

121]. Diese Unterschiede resultieren jedoch nicht aus der verwendeten 

Sequenzierungsmethode, da es sowohl bei RNA-basierten- als auch bei DNA- basierten 

Sequenzierungsmethoden Unterschiede zu unserer Studie gibt. Bezüglich dieser 

Abweichungen bedarf es weiterhin Abklärungsbedarf. 

Basierend auf der funktionalen Charakterisierung zeigt das Profil der FD-Kohorte den 

niedrigsten Anteil an unphysiologischen Veränderungen. Mit Ausnahme von F. prausnizii 

deuten alle Indikatoren auf ein niedriges Niveau an entzündlichen Prozessen-, sowie 

einen guten Schutz der Darmschleimhaut durch Mukosa-schützende und Butyrat-

produzierende Bakterien hin. Dies lässt vermuten, dass es bei FD nicht zu einer 

vollständigen Änderung der Bakterienzusammensetzung im gesamten 

Gastrointestinaltrakt kommt, sondern dass sich diese Mikrobiomänderungen primär, wie 

von mehreren Studien beschrieben [93–95], auf den Oberbauch beziehen. Die Arbeit 

von Vasapolli et al. [122] zeigte jedoch, dass die Mikrobiomanalysen im Stuhl, kein 

genaues Abbild der Mukosasituation des oberen Gastrointestinaltraktes darstellen, 

sodass die Mikrobiomanalysen, die alleine auf Feacesproben (ohne zusätzliche 

Mukosaproben) beruhen, mit Vorsicht zu interpretieren sind.  
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Die anhand des funktionalen Bakterienprofilings ermittelten Profilabweichungen, die sich 

am stärksten in der IBS-C Kohorte zeigten, wurden ebenfalls in der PCA Darstellung 

(Abbildung 9) deutlich. Hier zeigte die IBS-C Kohorte eine größere und weniger 

überlappendere Streuung als die Gruppen IBS-D, FD und Gesunde, welche ein nahezu 

übereinstimmendes Clustering aufwiesen. Zu vergleichbaren Erkenntnissen kamen 

auch Zeber-Lubecka et al. [123], die ebenfalls ein separates Clustering der IBS-C 

Kohorte beschrieben. Die Änderungen beruhten bei dieser Studie jedoch auf einer 

erniedrigten Baceriodetes/Firmicutes ratio, sowie erhöhten Abundanzen von 

Lachnospiraceae und Ruminicoccaceae bei IBS-C, wohingegen die Separation in der 

vorliegenden Studie durch erhöhte Werte an proinflammatorischen Bakterien sowie 

erniedrigte Abundanzen von butyratproduzierenden Bakterien, und hier im Wesentlichen 

von E. hallii, E. rectale sowie F. prausnitzii zurückzuführen war.  

 

4.2.1 Butyrat produzierende Bakterien 

Insbesondere die Erniedrigung des F. prausnitzii und die damit einhergehende 

Reduktion der Butyratkonzentration im Darm spielt in der Pathophysiologie des IBS eine 

bedeutende Rolle. Butyrat dient nicht nur als Haupt Energiequelle den epithelialen Zellen 

des Colons, sondern wirkt auch als schleimhautschützender, motilitätssteigernder und 

vor allem immunregulatorischer Metabolit [124]. So wurde nachgewiesen, dass eine 

Erniedrigung der Butyratkonzentration zu einem Anstieg der proinflammatorischen 

Zytokine (IL-8 und TNF-α) [125] sowie zu einer geringeren Inhibition des 

proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-κB sowie IFN-ϒ führt [126]. Sokol et al. 

[127] zeigten darüber hinaus, dass das Buttersäure produzierende Bakterium F. 

prausnitzii durch Interaktion mit dem Epithel zusätzlich eine verstärkte Sekretion von 

antiinflammatorischem IL-10 induziert. Damit deutet die in vorliegender Arbeit 

beobachtete Erniedrigung der butyrat-produzierenden Bakterien in der IBS-C Kohorte 

auf Konformität mit der bisher postulierten Low-grade-entzündung der Mukosa bei IBS 

Patienten hin. 

 

Neben dem breiten Effekt auf inflammatorische Prozesse in der Mukosa führt ein 

erniedrigter Butyratspiegel zusätzlich zu einer Vielzahl weiterer Symptome, die das 

Krankheitsbild des IBS-C prägen. So wurden eine Auswirkung auf die abdominelle 

Schmerzempfindung [128], sowie eine verminderte Kontraktilität der Ringmuskelschicht 

und somit eine verminderte Peristaltik beschrieben [129]. Demzufolge können neben der 
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verlängerten Transitzeit auch das gesteigerte abdominelle Schmerzempfinden, welches 

laut Rome-Kriterien zu den Hauptmerkmalen des IBS zählt, durch erniedrigte 

Buttersäurekonzentrationen im Darm erklärt werden. 

  

Die in unserer Studie festgestellte Erniedrigung der Butyratbildner bei IBS-C Patienten 

kann bislang jedoch nur durch vereinzelte Studien bestätigt werden. So wurden 

erniedrigte Werte von E. rectale bei Patienten mit IBS-C beschrieben [130], eine 

Metaanalyse [131] wies verminderte Abundanzen von F. prausnitzii bei IBS nach, jedoch 

hier ohne Subgruppenspezialisierung. Teilweise gegensätzliche Beobachtung werden 

von Zeber-Lubecka et al. [123] berichtet, hier wurde bei einer vergleichbar belastbaren 

Studie ein Anstieg von Eubacterium spp. in der IBS-C Kohorte gezeigt. Carroll et al. [84] 

beschrieben für IBS-D Patienten eine sequenzierungsabhängige Veränderung der 

bakteriellen Abundanzen: Bei Verwendung der V3 Region bei der 16S-rRNA 

Sequenzierung wurde eine Reduktion der Ruminicoccaceae um den Faktor 1,5 

beobachtet, während in der gleichen Probe bei Verwendung der V6 Region ein Anstieg 

um den Faktor 7,6 zu verzeichnen war. Vor dem Hintergrund dieser Beobachtung sind 

die oft unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Studien kritisch zu hinterfragen 

und erlauben ohne ausreichende Standardisierung keine verlässliche Aussage über die 

Veränderung der Mikrobiomprofile für die verschiedenen Subgruppen.  

  

4.2.2 Proinflammatorische Bakterien 

Auffallend war auch, dass der Anteil an Probanden, die erhöhte proinflammatorische 

Bakterien (Proteobacteria/Shigella spp. & Escherichia spp.) aufwiesen, in der IBS-C 

Kohorte mit 45% im Vergleich zu den anderen Kohorten signifikant erhöht war. Auch hier 

ist die Datenlage in der Literatur bezüglich der Häufigkeiten dieser Bakterien bei IBS 

sehr heterogen. Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen, beschrieben Chassard et 

al. [130] ebenfalls erhöhte Häufigkeiten von Enterobacteriaceae bei IBS-C im Vergleich 

zu gesunden Kontrollen, während bei Maccaferri et al. [77] nicht nur für IBS-C, sondern 

auch in der Subgruppe IBS-D erhöhte Anteile von Enterobacteriaceae nachweisbar 

waren. Die Diskrepanz zu den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen ist Bestandteil 

weiterer Untersuchungen. Im Gegensatz hierzu konnten Studien aus Taiwan [121] und 

Japan [132] keine Unterschiede in den Abundanzen dieser Bakterien im Vergleich zu 

den Kontrollen nachweisen, was in diesem Fall durch den oftmals beschriebenen 

Einfluss der unterschiedlichen Ernährung auf die intestinale Mikrobiota erklärt werden 

könnte. Ähnlich uneinheitlich ist die Literaturlage auf Phyla-Ebene bei den 

Proteobakterien, wobei die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Erhöhung bei 

obstipations-dominierenden IBS durch die Studien von Gobert et al. [120] und Rangel et 
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al. [89] bestätigt werden konnten, während in Arbeiten von Dior et al. [80] und Chung et 

al. [121] jedoch keine Unterschiede in der Häufigkeit beschrieben wurden. Dies ist 

möglicherweise auf die uneinheitlich verwendeten hypervariablen Regionen bei der 

Sequenzierung zurückzuführen.  

 

 

 

Ein ebenso uneinheitliches Bild ergibt sich bei der Betrachtung der Diversität bei 

Patienten mit Reizdarmsyndrom. In der Zusammenschau der heterogenen 

Literaturergebnisse, konnte dennoch ein Trend hin zu einer erniedrigten α-Diversität 

sowie Richness bei IBS beobachtet werden. Bei der deutlich seltener untersuchten β-

Diversität konnten jedoch keine Unterschiede zwischen IBS und Gesunden aufgezeigt 

werden [88, 133]. Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkollektiv war in der 

PCA eine höhere interne Streuung als Indikator für eine erhöhte β-Diversität der IBS-C 

Kohorte zu beobachten, während alle anderen Subgruppen (Gesunde, IBS-D und FD) 

ein engeres und weitestgehend überlappendes Clustering aufweisen. Hierbei steht noch 

aus, ob bei diesem Merkmal eine Signifikanz erreicht werden konnte. Da sich keine der 

bisherigen Studien auf Diversitätsunterschiede innerhalb der IBS-Subgruppen und 

Gesunden bezogen haben, ist es schwierig die Erkenntnisse dieser Arbeit in die Literatur 

einzuordnen.  

 

 

 

Als Maß für die Veränderung des Mikrobioms vom „Normzustand“ wird der von Casén 

et al. [104] beschriebene und für eine skandinavische Referenzgruppe validierte 

Dysbioseindex genutzt. Auch hier zeichnete sich die vorliegende IBS-C Kohorte durch 

den höchsten Anteil an Abweichungen (statistisch jedoch nicht signifikant) von den 

Referenzprofilen aus. Dabei glichen unsere Werte bei der Gruppe mit IBS-C mit einem 

Anteil von 81% dysbiotischen Patienten denen von Casén et al. [104] (73% dysbiotisch), 

während für die IBS-D Kohorte und die Kontrollgruppe bei Casén et.al mit 76% und 16% 

Dysbiose abweichende Zahlen zu unseren Ergebnissen (46% IBS-D und 47% Gesunde) 

gezeigt wurden. Dabei ist die Diskrepanz der gesunden Probanden (47% dysbiotisch vs. 

16% dysbiotisch) zwischen beiden Studien möglicherweise auf generelle 

Umweltfaktoren, wie beispielsweise Diät zurückzuführen (deutsche vs. skandinavische). 

Diese ernährungsabhängige Veränderung des Dysbioseindex wurde auch in der oben 
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zitierten Studie beschrieben. Hier wiesen mit 37% der dänischen bzw. 42% der 

spanischen gesunden Probanden, ein größerer Anteil der Kontrollen eine Dysbiose auf, 

im Vergleich zu der skandinavischen Kontrollgruppe, was durch die Ergebnisse dieser 

Arbeit bestätigt wird. Dass die Ernährung die mikrobielle Komposition moduliert, ist 

bekannt und von mehreren Studien bestätigt worden [134–137]. Im Gegenteil zu der 

IBS-C Kohorte waren bei der vorliegenden IBS-D Gruppe keine erhöhten 

Dysbioseindizes zu beobachten. Hier ist der Index nicht wie bei Casén et al. berichtet 

deutlich gegenüber der Referenzgruppe erhöht, sondern liegt mit 46% dysbiotischen 

Probanden auf dem Niveau der gesunden Gruppe. Eine Annahme ist, dass in 

vorliegender Kohorte primär IBS-D Patienten mit einer sehr milden Ausprägungsform 

rekrutiert wurden und sich die mikrobielle Komposition dementsprechend nicht stark von 

den Gesunden unterscheidet. So zeigte eine Studie von Tap et al. [88], dass die 

Mikrobiomprofile von Patienten mit milden IBS Symptomen, denen der gesunden 

Probanden stärker ähneln als denen mit schweren Ausprägungsformen von IBS. 

Dementsprechend gelte die Schwere der Erkrankung als Hauptfaktor für die 

Mikrobiomzusammensetzung.  

Bei weiteren Untersuchungen, zur Identifizierung bakterieller Gruppen, die als 

„Haupttreiber“ der erhöhten Dysbioseindizes fungieren, konnten R. albus & und 

Phascolarctobacterium sp. bestimmt werden. Übereinstimmend mit unseren 

Ergebnissen verzeichneten Casén et al. [104] ebenfalls Proteobacteria, sowie eine 

andere Spezies der Familie Ruminococcaceae als einflussreiche Bakterien bei Patienten 

mit hohem Dysbioseindex.  

 

 

 

Neben einer potentiellen Veränderung der Mikrobiom-Komposition in Abhängigkeit der 

IBS-Symptomatik wurden für Patienten mit post-infektiösem IBS erhöhte Titer von Anti-

CdtB- und Anti-Vinculin Antikörpern beschrieben und als Diagnosikmarker 

vorgeschlagen [105]. Daher wurde in vorliegender Arbeit (erstmals in Europa) der 

Antikörpertiter für beide Antigene über alle Kohorten bestimmt, um deren zusätzlichen 

Wert für eine bessere Diagnosestellung zu überprüfen. In dieser Arbeit konnten keinerlei 

statistisch signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Kohorten (IBS-D, IBS-

C und FD) gezeigt werden- weder bei den Anti-CdtB- noch bei den Anti-Vinculin 

Antikörpertitern. Diese Ergebnisse stehen in Diskrepanz zu den Studien von Pimentel et 

al. [105] und Rezaie et al. [114], in denen erhöhte Anti-CdtB und Anti-Vinculin Antikörper 

Titer nur für die Gruppe mit IBS-D nachgewiesen wurden. Damit bestätigen vorliegende 
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Ergebnisse nicht den von Pimentel et al. vorgeschlagenen Pathomechanismus, bei dem 

es durch eine vorherige intestinale Infektion mit cytolethal distending toxin (Cdt) 

bildenden Keimen zu einer CdtB-Antikörperbildung und anschließend durch molekular 

mimikry zur Ausbildung von Autoantikörpern gegen Vinculin kommt. Auch die von 

Schmulson et al. [113] gemachten Beobachtungen unterstützen nicht die o.g. 

Hypothese. Hier wurden Antikörpertiter sowohl bei PI-Patienten, als auch bei nicht-PI 

Patienten nachgewiesen, ebenso wurde keine Kopplung zwischen Anti-CdtB- und Anti-

Vinculin Antikörpern, wie von Pimentel postuliert, gezeigt. Vor dem Hintergrund dieser 

und unserer Daten erscheint es daher wahrscheinlich, dass es einen möglichen anderen 

kausalen Mechanismus der Antikörperbildung gibt, der nicht auf einer vorherigen 

enterischen Infektion beruht. So wurde z.B. die Ausbildung von Anti-Vinculin Antikörpern 

bereits im Zusammenhang mit systemischer Sklerose oder einem erhöhter BMI 

beschrieben [138]. Beide Einflussfaktoren konnten mittels Regressionsanalysen in 

vorliegender Arbeit jedoch als potenzielle Faktoren auf die Anti-Vinculinbildung 

ausgeschlossen werden. Als eine mögliche Erklärung für die divergierenden Antikörper-

Titer in den verschiedenen IBS-Subgruppen könnte die unterschiedliche ethnische 

Herkunft der Probanden sein. In den oben genannten Studien [105, 113, 114] wurden 

Probanden aus Nordamerika und Mexiko rekrutiert, wohingegen unsere Studie nur 

Probanden aus Europa einschloss. Diese Annahme wird von der Studie von Talley et al. 

[115] unterstrichen, welche Anti-CdtB und Anti-Vinculin Titer australischer Probanden 

gemessen hat und erhöhte Anti-CdtB Titer für Patienten mit FD und FD/IBS-overlap 

nachwies, wohingegen auch hier die IBS-D Gruppe keine erhöhten Werte zeigte. Hinzu 

kommt, dass in dieser, wie auch in unserer Studie, keine signifikant erhöhten Anti-

Vinculin Titer gemessen wurden.  

Eine andere denkbare Erklärung für erhöhte Anti-CdtB-Antikörper Titer in IBS Patienten 

könnte aus vorliegenden Daten abgeleitet werden: In unserer Studie konnte ein 

statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen erhöhten Anti-CdtB Antikörpern und 

erhöhten Dysbioseindizes gezeigt werden. Ebenso stellte sich mittels 

Regressionsanalysen heraus, dass eine Antibiotikaeinnahme (innerhalb der letzten 3 

Jahre) einen signifikanten Einfluss auf die Anti-CdtB-Höhe hat. Dabei waren diese 

Korrelationen unabhängig von der klinischen Symptomatik und lediglich für Anti-CdtB-

Antikörper und nicht für Anti-Vinculin Antikörper zu beobachten. In Betracht zu ziehen 

wäre hier eine andere Hypothese als die von Pimentel et al. vorgeschlagene, bei der es 

über Anti-CdtB-Antikörperbildung und Epitopmimikry zur Ausbildung der motilitäts- sowie 

barriereschädigenden und damit krankheitsursächlichen Anti-Vinculin Antikörpern 

kommt. So könnten nicht postinfektiöse Ursachen wie beispielsweise Stress, eine 

Ernährungsumstellung oder eine vorherige Antibiotikaeinnahme eine Dysbiose 

herbeigeführt haben, durch die es anschließend, aufgrund der Anreicherung von 
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proinflammatorischen CdtB-produzierenden Bakterien, wie z.B. Shigella spp. oder 

Escherichia spp., zu einem Anstieg des besagten Antikörpertiters kommt. Dies würde 

bedeuten, dass die beobachtete Anti-CdtB-Antikörperbildung nicht die Ursache, sondern 

die Folge einer Dysbiose ist und Anti-CdtB-Ak dementsprechend eher als ein genereller 

Marker für eine Dysbiose, speziell für eine Abundanzerhöhung von 

proinflammatorischen Bakterien, zu sehen sein könnten und weniger als ein spezifischer 

Marker für PI-IBS-D. Diese Hypothese wird auch durch die Arbeit von Talley et al. [115] 

unterstützt, in der ebenfalls keine erhöhten Anti-CdtB- und Anti-Vinculin Titer bei IBS-D 

beobachtet wurden, sondern stattdessen lediglich eine Steigerung der Anti-CdtB- 

Antikörper bei FD beschrieben wurden. Insgesamt ist die Sachlage zu dieser Hypothese 

aber noch unzureichend und muss durch weitere Arbeiten überprüft werden.  

 

 

 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass weder 

subgruppenspezifische Unterschiede in den fäkalen Mikrobiotaprofilen noch in den Anti-

CdtB- und Anti-Vinculin-Titern, der untersuchten Subgruppen mit FGID’s vorliegen. 

Jedoch weist die IBS-C Kohorte den höchsten Anteil an Anti-CdtB-positiven Probanden 

sowie dysbiotischen Probanden auf, wobei der erhöhte Dysbioseindex durch vermehrte 

proinflammatorische und verminderte butyratproduzierende Bakterien getrieben wird. 

Durch den signifikanten Zusammenhang der beiden Parameter (DI und Anti-CdtB), 

könnte basierend auf vorliegenden Daten eine mögliche neue ätiologische Verbindung 

der dysbiose-abhängigen Antikörperbildung (durch CdtB bildende proinflammatorische 

Bakterien) hergestellt werden. Dies bietet für zukünftige Studien einen neuen 

Anhaltspunkt der Biomarkerforschung. Aufgrund der nicht immer erreichten Signifikanz 

bedürfen die vorliegenden Ergebnisse weitere Studien.  

 

Aufgrund der geringen Anzahl an Studienprobanden pro Subgruppe ist die nicht 

erreichte Signifikanz nicht stichhaltig. Die erkennbaren statistischen Trends lassen 

jedoch vermuten, dass eine größere Studienpopulation zu einer Signifikanz führen 

könnte. Hinzu kommen die unterschiedlichen Einschlusskriterien vieler und somit auch 

unserer Studie. Obwohl bei dieser Arbeit Patienten nicht anhand der aktualisierten 

Rome- IV-Kriterien, sondern anhand der Rome- III-Kriterien eingeschlossen wurden, 

konnte eine Studie aus Schweden [139] zeigen, dass die meisten Rome- III-positiven 

IBS-Patienten, ebenfalls die Rome- IV-Kriterien erfüllten. Dies macht Vergleiche 

zwischen dieser Studie und Studien zur Auswahl von Patienten gemäß den Rome- IV-
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Kriterien verwertbar. Außerdem muss beachtet werden, dass die in dieser Arbeit 

verwendeten nicht-invasiv gewonnenen Stuhlproben vornehmlich luminale intestinale 

Bakterien enthalten. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass sich das Mikrobiom von 

Stuhlproben und von entsprechenden Schleimhautproben stark unterscheidet, sodass 

sich eine relevante Ableitung der mikrobiellen Komposition des Darmtraktes aus der 

Zusammenschau dieser beiden Proben besser eignet, als die alleinige Betrachtung der 

Faeces [122]. Dieser Punkt stellt gegebenenfalls zusammen mit dem nächsten Punkt 

eine mögliche Ursache der heterogenen Mikrobiomergebnisse dar. Es gilt nämlich 

zusätzlich zu beachten, dass bislang kein standardisiertes Sequenzierungserfahren der 

16S-rRNA festgelegt wurde. Durch die zufällige Wahl der hypervariablen Region(en) 

kann es deshalb zu einer „amplification bias“ kommen, die aufgrund einer 

unzureichenden Spezifität des Primer-Annealing zum Detektieren relevanter bakterieller 

Taxa zustande kommt [140]. In dieser Studie wurde jedoch ein Panel verwendet, 

welches mit den Regionen V3 bis V9 einen großen Bereich der 16S-rRNA Gene abdeckt 

und dementsprechend sehr genaue Sequenzierungsdaten liefern kann, wenn auch 

hierdurch der Vergleich zu anderen Studien ungenauer wird. 

Für zukünftigen Studien gelten daher die Empfehlungen, ein übereinstimmendes 

standardisiertes Sequenzierungsverfahren anzuwenden, ähnliches Probematerial zu 

verwenden und Einflussfaktoren wie beispielsweise Ernährung, Ethnie und Stresslevel 

stärker zu berücksichtigen, um bei den Analysen möglicherweise einheitlichere und 

repräsentativere Mikrobiomprofile liefern zu können. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Funktionelle gastrointestinale Erkrankungen gehören wegen ihrer großen Verbreitung zu 

den häufigsten Krankheiten, die den Patienten zum Arzt führen. Bislang mangelt es an 

entsprechenden Markern, die zu einer eindeutigen Diagnose verhelfen würden. Ziel 

dieser Arbeit war es daher, Unterschiede bei den verschiedenen Subgruppen (IBS-D, IBS-

C, FD und Gesunde) hinsichtlich Anti-CdtB- und Anti-Vinculin-titern, Mikrobiomprofilen 

sowie Dysbioseindizes zu finden. An Blutproben von 65 Probanden (15 IBS-D, 13 IBS-

C, 15 FD, 22 Gesunde) sowie Stuhlproben von 53 Probanden (13 IBS-D, 11 IBS-C, 14 

FD, 15 Gesunde) wurden zwischen März 2015 und März 2017 in der Universitätsklinik 

für Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie Magdeburg entsprechende 

Untersuchungen durchgeführt. Die Bestimmung der Anti-CdtB- sowie Anti-Vinculin-

Antikörper-Titer erfolgte durch ein ELISA. Die Analyse der Stuhlproben wurde anhand 

des GA-map®- Dysbiose Tests vorgenommen. Dieser Test basiert er auf 48 zuvor 

berechneten bakteriellen Sonden, welche die hypervariablen Regionen (V3 bis V9) der 

16S-rRNA Sequenz abdecken und Bakterien von 6 Phyla, sowie 10 Bakterienklassen 

und 36 Genera detektieren können. Bei unserer Kohorte waren weder bei den 

Antikörpertitern noch bei den Dysbioseindizes subgruppenspezifische Unterschiede zu 

verzeichnen. Allerdings zeichnete sich die IBS-C Kohorte durch den höchsten Anteil an 

CdtB-positiven- sowie dysbiotischen Probanden aus, wobei die Dysbiose hauptsächlich 

durch signifikant erhöhte proinflammatorische- und erniedrigte butyratproduzierende 

Bakterien zustande kam. Zudem zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen 

erhöhten CdtB-Werten und erhöhten Dysbioseindizes. Das deutet auf eine neue 

ätiologische Verbindung zwischen diesen beiden Parametern hin. Zugrunde liegt die 

Anti-CdtB Antikörperbildung, die als Folge von Dysbiose (bzw. von vermehrten 

proinflammatorischen CdtB-bildenden Keimen) auftritt, anstatt die Ursache der Dysbiose 

darzustellen. Unsere Studie liefert weitere Erkenntnisse im großen Forschungsfeld der 

Biomarker- sowie Mikrobiomanalysen und kann somit einen Teil zur Weiterentwicklung 

der Marker-basierten Diagnostik bei funktionellen gastrointestinalen Erkrankungen 

beitragen.  
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6 ANHANG 

 

A Tabelle 1: Originaldaten der mittels ELISA gemessenen Anti-CdtB-/Anti-Vinkulin 

Antikörpertiter (Commonwealth Diagnostics International in Salem, Massachusetts) 

 
ID 

 
Group 

Anti-CdtB  
OD Result 

Anti-
Vinculin 

OD Result 

Overall Result  
(Supported/Not 

Supported) 

E-LA-004 Constipation  1,35 1,80 Supported 

E-EA-009 Constipation  3,17 0,50 Supported 

E-EE-042 Constipation  3,32 1,20 Supported 

E-PD-064 Constipation  3,37 0,24 Supported 

E-MA-081 Constipation  3,48 1,12 Supported 

E-HH-085 Constipation  3,07 0,48 Supported 

E-NA-079 Constipation  2,65 1,18 Not Supported 

E-SI-103 Constipation  3,41 0,70 Supported 

E-PD-120 Constipation  2,09 1,00 Not Supported 

E-AA-127 Constipation  2,04 2,41 Supported 

E-KD-141 Constipation  2,99 2,36 Supported 

E-UG-147 Constipation  2,69 1,65 Not Supported 

E-SA-195 Constipation  1,69 1,76 Supported 

E-RN-010 Diarrhea 0,40 0,13 Not Supported 

E-RA-024 Diarrhea 2,36 0,80 Not Supported 

E-EN-027 Diarrhea 2,00 0,18 Not Supported 

E-ZA-034 Diarrhea 3,08 2,22 Supported 

E-TR-036 Diarrhea 3,19 0,67 Supported 

E-RN-070 Diarrhea 3,29 0,29 Supported 

E-KE-071 Diarrhea 1,01 0,64 Not Supported 

E-TT-089 Diarrhea 2,60 1,12 Not Supported 

E-NK-113 Diarrhea 2,86 0,58 Supported 

E-RE-115 Diarrhea 2,18 0,28 Not Supported 

E-RL-132 Diarrhea 2,65 1,24 Not Supported 

E-EN-142 Diarrhea 2,62 0,44 Not Supported 

E-ZR-149 Diarrhea 3,07 0,50 Supported 

E-GE-159 Diarrhea 1,87 3,26 Supported 

E-SL-163 Diarrhea 2,05 0,50 Not Supported 

E-HA-025 Dyspepsia 2,56 2,47 Supported 

E-RK-029 Dyspepsia 2,99 0,63 Supported 

E-RN-041 Dyspepsia 3,54 0,19 Supported 

E-RR-061 Dyspepsia 0,81 2,70 Supported 

E-IZ-072 Dyspepsia 2,73 0,76 Not Supported 
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E-RA-069 Dyspepsia 2,29 1,41 Not Supported 

E-RA-078 Dyspepsia 2,53 2,25 Supported 

E-RY-084 Dyspepsia 2,44 0,91 Not Supported 

E-ZA-100 Dyspepsia 3,46 1,73 Supported 

E-BA-101 Dyspepsia 3,21 2,36 Supported 

E-AA-108 Dyspepsia 2,84 0,66 Supported 

E-ER-114 Dyspepsia 2,22 0,27 Not Supported 

E-HF-107 Dyspepsia 3,01 1,67 Supported 

E-NO-130 Dyspepsia 2,53 0,87 Not Supported 

E-EE-160 Dyspepsia 2,07 0,63 Not Supported 

E-RA-053 Healthy 1,91 2,86 Supported 

E-RE-116 Healthy 3,52 1,08 Supported 

E-RS-135 Healthy 3,16 2,70 Supported 

E-TO-093 Healthy 2,79 0,26 Not Supported 

E-NA-051 Healthy 3,04 0,69 Supported 

E-FN-102 Healthy 1,64 2,14 Supported 

E-ED-073 Healthy 2,14 3,06 Supported 

E-TA-124 Healthy 2,32 1,32 Not Supported 

E-TE-104 Healthy 2,96 0,44 Supported 

E-RY-076 Healthy 3,38 2,11 Supported 

E-EX-105 Healthy 2,80 1,68 Supported 

E-EO-057 Healthy 0,90 3,18 Supported 

E-IN-056 Healthy 2,81 0,89 Supported 

E-RN-075 Healthy 2,50 0,38 Not Supported 

E-KN-092 Healthy 2,14 3,21 Supported 

E-AS-112 Healthy 1,07 0,41 Not Supported 

E-SD-139 Healthy 2,57 0,70 Not Supported 

E-RE-043 Healthy 2,96 1,65 Supported 

E-TR-090 Healthy 1,63 1,16 Not Supported 

E-NK-128 Healthy 3,27 0,93 Supported 

E-NA-117 Healthy 3,40 2,94 Supported 

E-EE-059 Healthy 2,74 1,46 Not Supported 
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B : Ethikvotum der EMGASTA-Studie  
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C Schriftliche Einwilligungserklärung der EMGASTA-Studie 
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D Tabelle 2: Übersicht der bis 2020 vorhandenen Studien zu Anti-CdtB- und Anti Vinculin-AK 

*Overlap mit Colitis Ulcerosa:1, Zöliakie:1, Mikroskopische Colitis:1, *UFBD: unspezifische 

funktionelle Darmstörung 

Studie Patientenanzahl Diagnostische Kriterien Ergebnisse 

Pimentel et. 
al[105] 
(2015) 

IBS-D: 2375 
Morbus Chron: 73 

Colitis Ulcerosa: 69 
Zöliakie: 121 
Gesunde: 43 

Fragebogen zu Darm-
symptomen: Gesunde 

Rom- III: IBS-D 
Histologische Biopsie: 

IBD/Zöliakie(zusätzlich tTG 
AK↑) 

Anti CdtB-AK und Anti-
Vinculin AK ↑↑ bei IBS-D 

vs. Alle Vergleichs-
gruppen 

Schmulson 
et.al [113] 

(2016) 

IBS-D: 14 
IBS-D Overlap *: 3 

IBS-M: 3 
Funkt. Diarrhö: 5 

UFBD*: 2 
Mikrosk. Kolitis: 1 
„Nicht funktionelle“ 
chronische Diarrhö: 

2 

Rom- III: IBS-D, IBS-M, PI-
IBS, funktionelle Diarrhö, 

UFBD 
 

Organische Erkrankungen: 
Diagnostik entsprechen der 

Diagnose 

Positiver AK Nachweis: 
47,1% IBS-D, 100% IBS-
D Überlappung, 33,3% 

IBS-M 

Ali Rezaie 
et. al [114] 

(2017) 

IBS-D: 2375 
IBS-M: 25 
IBS-C: 30 

Gesunde:43 

Fragebogen zu Darm-
symptomen: Gesunde 

 
Rom- III: IBS Subtypen 

 

Anti CdtB-AK: IBS-D>IBS-
M>IBS-C>Gesunde 

 
Positiver AK Nachweis: 

43,3% IBS-D, 20% IBS-M, 
13,3 IBS-C,9,3% 

Gesunde 
 

Anti-Vinculin AK: IBS-
M≈IBS-D>IBS-

C≈Gesunde 
 

Positiver AK Nachweis: 
36% IBS-M, 32,4% IBS-D, 

16,7% IBS-C, 6,9% 
Gesunde 

 
Positivraten für mind. 

einen AK: IBS-D: 58,1%, 
IBS-M 44%, IBS-C 

26,7%,16,3% Gesunde  
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Talley et.al 
[115] 

(2017) 

1.Studie 
(Population based 

arm): 
  

IBS: 63 
FD: 61 

Gesunde: 246 
 

2.Studie (clinic 
based arm): 

 
IBS: 223 
FD: 22 

IBS/FD Overlap: 33 
Gesunde: 182 

Fragebogen zu Darm-
symptomen: Gesunde 

 
Rom- III: IBS Subtypen 

 

Erhöhte Anti-CdtB AK bei 
FD vs.Gesunde und 
IBS/FD Overlap vs. 

Gesunde 
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