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Seit iiber 20 Jahren besteht in Basel
ein Hirschsprung-Kompetenzzent-
rum. Zwei groBe Ubersichtsarbeiten
sind in den letzten Jahren publiziert
worden. In diesen Publikationen wur-
den sowohl die Kriterien der Hirsch-
sprung-Diagnostik als auch eine Rei-
he anderer Anomalien enteraler In-
nervation mit chronischer Obstipati-
on dargestellt [2, 14].

Da ein Morbus Hirschsprung eine Resek-
tion des agangliondren Kolon erfordert,
ist eine fehlerfreie pathohistologische Dia-
gnose unabdingbar. Die klassische Paraf-
fintechnik und die Immunohistochemie
arbeitet nicht mit der gleichen Zuverlas-
sigkeit wie die Enzymhistochemie [8, 20].
Bereits 1968 wurde auf die Zuverlassigkeit
der enzymhistochemischen Steigerung
der Acetylcholinesterase-Aktivitit in pa-
rasympathischen Nervenfasern der Rek-
tumschleimhaut fiir die Hirschsprung-
Diagnose hingewiesen [10, 11]. Mehrere
neuere Untersuchungen haben dies be-
stétigt [1, 9, 25].

Die meisten epidemiologischen Un-
tersuchungen zur Héufigkeit des Mor-
bus Hirschsprung basieren auf klinischen
Studien und berechnen die Anzahl von
Hirschsprung-Erkrankungen auf die An-
zahl Lebendgeburten [7, 22, 23, 24]. Eine
erste Ubersicht zur Haufigkeit enzymhis-
tochemisch, pathohistologisch diagnosti-
zierter Aganglionosen des Rektosigmoid
bei chronisch obstipierten Kindern wur-
de 1992 publiziert [13]

Vorliegende Publikation demonstriert
die Resultate des Basler Hirschsprung
Kompetenzzentrums der letzten 20 Jah-
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Zwanzig Jahre

diagnostisches Hirschsprung-
Kompetenzzentrum in Basel

re, in deren Verlauf iiber 19.365 Rektum-
schleimhautbiopsien untersucht wurden.

Methodik

Die vorliegende Zusammenstellung des
Basler Hirschsprung-Kompetenzzent-
rums basiert auf nativen Biopsien der
Rektumschleimhaut von Sauglingen und
jungen Kindern. Das Gewebe wurde in
der Regel von externen Kliniken auf Koh-
lensaureschnee (—80°C) per Intercity-
Kuriergut oder DHL-Kurierdienst iiber-
sandt. Die Versandmodalititen sind in ex-

tenso in einem Laborleitfaden dargestellt
[17,18].

Alle Biopsien wurden nativ in einem
Kryostaten 15 um dick in Serie geschnit-
ten. Diese Schnittdicke ist mit einem 4 pm
Paraffinschnitt kompatibel, da ein Kryo-
statschnitt beim Aufziehen und Trock-
nen auf einem Objekttriger 70% seiner
Schnittdicke verliert [18]. Eine Schnitt-
dicke von 15 pm ist fiir die Vergleichbar-
keit der Kryostatschnitte mit 4 um dicken
Paraffinschnitten essenziell, vor allem
bei morphometrischen Vergleichsun-
tersuchungen. In der Regel werden 3 Bi-

Tab.1 Haufigkeit des klassischen Morbus Hirschsprung

Jahr Mannlich Weiblich Anzahl proJahr (%) Insgesamt untersuchte Kinder
1987 12 4 16 10,0 160
1988 14 2 16 12,5 128
1989 31 13 44 24,0 183
1990 26 13 39 19,3 202
1991 36 1 47 14,0 335
1992 33 5 38 1,1 343
1993 46 15 61 17,8 342
1994 51 8 59 144 408
1995 53 13 66 12,2 539
1996 38 5 43 78 545
1997 41 10 51 12,2 416
1998 35 9 44 15 293
1999 31 6 37 124 297
2000 33 6 39 13,0 300
2001 37 6 43 10,6 405
2002 26 3 29 6,1 473
2003 25 7 32 82 390
2004 18 7 25 10,7 233
2005 9 1 10 4,5 224
2006 28 2 30 7,5 399
Mittelwert 31,1 73 32 12,7 330
Gesamt 623 146 769 Mittel:11,6% 6615




Zusammenfassung - Abstract

opsien der Entnahmehdhe 1. Rektoan-
algrenze (Linea dentata), 2. 2 cm und 3.
4 cmund 4. 8 cm oberhalb der Linea den-
tata in Eppendorfrohrchen verpackt auf
Kohlensdureschnee eingesandt. Alle Bi-
opsien wurden in Serienschnitten aufge-
arbeitet und mit einer Acetylcholinestera-
se (AChE)-Reaktion zur Nervenfaserdar-
stellung geférbt. Eine Lactat-Dehydroge-
nase (LDH)-, Succinat-Dehydrogenase
(SDH)- und Nitroxid-Synthetase (NOS)-
Reaktion diente zum Nervenzellnachweis
des Plexus submucosus. Die Dehydroge-
nase-Darstellungen sind eine zweite, auf
den Nervenzellnachweis des Plexus sub-
mucosus basierende Sicherung der Dia-
gnose. Die Einfithrung von enzymbhisto-
chemischen Reaktions-Kits (Districhem,
Hohlweg 25, CH 4104 Oberwil, E-Mail:
districhem@bluewin.ch) haben zu einer
erheblichen Reduzierung des Arbeits-
aufwands gefiihrt. Bei etwa einem Drittel
der Hirschsprung-Diagnosen erhielten
wir auch das Resektat des Rektosigmoids,
welches kaudokranial aufgerollt geschnit-
ten wurde [3]

Die Beurteilung der AChE-Reaktion
erfolgte grundsitzlich am nicht mit Ha-
malaun gegengefirbten Schnitt. Es wur-
den jeweils zwei AChE-Schnitte herge-
stellt, wobei einer der Schnitte mit einer
Héamalaun-Gegenfiarbung nur der histo-
logischen Orientierung diente.

Die zahlreichen konsiliarisch iiber-
sandten, in Paraffin eingebetteten Hirsch-
sprung-Préparate wurden in der vorlie-
genden Statistik nicht beriicksichtigt [19].

Ergebnisse

Die @ Tab. 1, 2 und 3 zeigen die pro Jahr
beobachteten Frequenzen einer Agang-
lionose. @ Tab. 4 gibt eine Zusammen-
fassung der Ergebnisse. Es wurden pro
Jahr im Mittel 330 Kinder mit einer the-
rapieresistenten, chronischen Obstipati-
on enzymhistochemisch mit einer AChE-
Darstellung (B Abb. 1) und 3 Dehyd-
rogenase-Reaktionen anhand von Rek-
tumschleimhautbiopsien untersucht.
Die LDH-, SDH- und NOS-Reaktionen
dienten der Nervenzelluntersuchung des
Plexus submucosus bzw. der Bestitigung
einer Aganglionose (B Abb. 2). Anderer-
seits konnen damit Anomalen des Plexus
submucosus (neuronale Dysplasie, Gang-
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Zwanzig Jahre diagnostisches Hirschsprung-Kompetenzzentrum

in Basel

Zusammenfassung

Hintergrund. In vorliegendem Bericht wer-
den die in 20 Jahren gesammelten Erfah-
rungen des Basler Hirschsprung-Kompetenz-
zentrums zusammengestellt.

Methodik. Zwischen 1987 und 2006 wur-
den 19.365 Rektumschleimhautbiopsien un-
tersucht. Die Biopsien stammten von 6615
Kindern mit chronischer Obstipation im Al-
ter von einer Woche bis zu 4 Jahren. Die Biop-
sien wurden in Lehrkrankenhdusern in ganz
Deutschland gewonnen und auf Trockeneis
per Intercity-Kurierdienst nach Basel trans-
portiert. Das gefrorene Gewebe wurde im
Kryostaten in Serienschnitten verarbeitet. An
den Biopsien wurden enzymhistochemische
Reaktionen durchgefiihrt.

Ergebnis. Insgesamt wurden in 20 Jahren
935 Morbus-Hirschsprung-Falle (14%) dia-
gnostiziert (769 klassische Hirschsprung-Er-
krankungen, 68 totale Aganglionosen des
Kolons, 98 ultrakurze Hirschsprung-Erkran-
kungen). Im Interesse einer Qualitatssiche-
rung wurden alle Befunde durch einen zwei-
ten unabhangigen Untersucher beurteilt. Es
gab keine falsch-positiven oder falsch-nega-

tiven Diagnosen. Die Schnittpraparate waren
innerhalb von 2 h nach Erhalt auswertbar. Ei-
ne Acetylcholinesterase-Reaktion diente der
Darstellung der Nervenfasern, die bei Vorlie-
gen eines Hirschsprungs charakteristisch er-
hohtist. Succinat- und Lactat-Dehydrogenase
sowie Nitroxid-Synthetase ermdglichten eine
elektive Nervenzellfarbung des Plexus sub-
mucosus und dienten als zweite Bestatigung
einer Aganglionose.

Schlussfolgerung. Von 100 chronisch ob-
stipierten Kindern hatten im Mittel 12 ei-

ne Hirschsprung-Erkrankung. 2% der Kinder
wiesen eine totale Kolonaganglionose oder
einen ultrakurzen Hirschsprung auf. Die en-
zymhistochemische Hirschsprung-Diagnos-
tik erwies sich als 100% zuverldssig und zeit-
sparend.

Schliisselworter

Morbus Hirschsprung - Epidemiologie -
Acetylcholinesterase-Reaktion -
Dehydrogenase-Reaktion -
Enzymhistochemie - Histopathologie

Twenty years diagnostic competence center

for Hirschsprung’s disease in Basel

Abstract

Background. The experience gained by the
Basel Hirschsprung Competence Center over
20 years is presented.

Materials and Methods. A total of 19,365
rectal mucosal biopsies were investigated in
the 20 years between 1987 and 2006. All bi-
opsies of rectal mucosa originated from 6,615
children aged between 1 week and 4 years.
Biopsies were collected in teaching hospitals
all over Germany and transported on dry ice
by Intercity Courier Service. Serial sections of
frozen tissue were made using a cryostat. En-
zyme histochemical staining was performed.
Results. A total of 935 cases of
Hirschsprung’s disease (14%) were observed
(769 cases of classical Hirschsprung’s disease,
68 total colon aganglionosis, 98 ultrashort
rectum aganglionosis). Total colon agangli-
onosis was found in 1.0% and the frequency
of ultrashort Hirschsprung’ disease was 1.4%.
The quality of the histological results was
confirmed by a second independent inves-
tigator. There were neither false positive nor

false negative diagnoses. Enzyme histochem-
ical staining results were readable within 2 h.
Acetylcholinesterase, which is significantly in-
creased in Hirschsprung's disease, was used
for nerve fiber staining. Succinic and lactic-
dehydrogenases and nitric oxide synthase
served as confirmatory proof of agangliono-
sis (elective nerve cell staining of the submu-
cous plexus).

Conclusion. Among 100 children with
chronic constipation an average of 12 chil-
dren were diagnosed with Hirschsprung’s dis-
ease. Of these 2% showed total colon agan-
glionosis or ultrashort Hirschsprung’s dis-
ease. Enzyme histochemical diagnosis of
Hirschsprung’s disease proved 100% reliable
and time saving.

Keywords

Hirschsprung’s disease - Epidemiology -
Acetylcholinesterase reaction -
Dehydrogenase reaction - Enzyme
histochemistry - Histopathology
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Tab.2 Haufigkeit einer totalen Kolonaganglionose

Jahr Mannlich
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
Mittelwert
Gesamt 40 28 68

Weiblich
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Anzahl proJahr (%)

Insgesamt untersuchte Kinder

1,8 160
3,1 128
1,1 183
0,9 202
11 335
14 343
0,8 342
1,7 408
04 539
1,2 545
0,4 416
1,7 293
13 297
0,6 300
1,2 405
04 473
0,2 390
0,8 233
0,9 224
1,0 399
091 330
6615

Tab.3 Haufigkeit eines ultrakurzen Morbus Hirschsprung

Jahr Mannlich Weiblich AnzahlproJahr (%) Insgesamt untersuchte Kinder
1987 0 0 0 0 160
1988 2 0 2 16 128
1989 5 0 5 2,7 183
1990 5 1 6 29 202
1991 4 1 5 14 335
1992 7 4 1 32 343
1993 4 1 5 14 342
1994 1 7 8 1,9 408
1995 2 0 2 04 539
1996 7 7 14 25 545
1997 3 4 7 16 416
1998 2 1 3 10 293
1999 2 2 4 14 297
2000 4 1 5 1,6 300
2001 1 2 3 0,7 405
2002 3 1 4 08 473
2003 2 3 5 1,2 390
2004 4 2 6 25 233
2005 1 0 1 04 224
2006 1 1 2 05 399
Mittelwert 3 19 4,0 1,2 330
Gesamt 69 38 98 6615

lioneuromatose, Reifungsriickstand des
Plexus submucosus) diagnostiziert wer-
den. Die Anzahl der untersuchten Biop-
sien betrug pro Jahr 992.
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Innerhalb von 20 Jahren wurden 19.365
Biopsien enzymbhistochemisch beurteilt.
11,6% der untersuchten Kinder wiesen eine
Aganglionose im Sinne eines klassischen
Morbus Hirschsprung auf (8 Tab. 1), 3

Tab.4 Zusammenfassungderim
Zeitraum von 20 Jahren diagnostizierten

Aganglionosen bei chronisch obsti-
pierten Kindern

Insgesamt untersuchte Kinder 330
mit therapieresistenter, chro-

nischer Obstipation pro Jahr
(entspricht 6615 Kinder in

20 Jahren)

Mittlere Anzahl untersuchter 992
nativer Biopsien pro Jahr
Insgesamt diagnostizierte
Hirschsprung-Erkrankungen

769 (11,6%)

Anzahl totaler Kolonaganglio- 68 (1,0%)
nosen

Anzahl ultrakurzer Hirsch- 98 (1,4%)
sprung-Erkrankungen

Insgesamt diagnostizierte 935 (14,1%)

Aganglionosen

Patienten (0,9%) zeigten pro Jahr im Mit-
tel eine totale Aganglionose des Kolons
und 4 Patienten (1,2%) hatten im Mit-
tel pro Jahr einen ultrakurzen Morbus
Hirschsprung (B Tab. 2, 3). Die Tabellen
lassen die jahrliche Variabilitét von Kolon-
aganglionosen erkennen. Im Interesse ei-
ner institutsinternen Qualititssicherung
wurden alle Befunde durch einen zweiten
unabhiangigen Untersucher beurteilt.

Das charakteristische Bild einer
Hirschsprung-Erkrankung in einer
AChE-Reaktion zeigt @ Abb. 1. Anhand
von Dehydrogenase-Darstellungen des
Plexus submucosus konnte die Diagno-
se einer Aganglionose des Plexus submu-
cosus (B Abb. 2) gesichert werden. Eine
SDH-Reaktion erlaubt im Vergleich zur
NOS- und LDH-Reaktion den Reifegrad
der Nervenzellen des Plexus submucosus
abzuschétzen.

Diskussion

Die Anzahl der diagnostizierten Hirsch-
sprung-Erkrankungen ist von den dia-
gnostischen Prinzipien der verschiedenen
Kliniken abhingig. Es gibt Kliniken, die
alle therapieresistenten Obstipationen bi-
optisch untersuchen lassen, wahrend an-
dere Kliniken nur Biopsien der Rektum-
schleimhaut entnehmen, wenn ein offen-
sichtlicher Verdacht einer Hirschsprung-
Erkrankung besteht. Trotzdem hat sich
in unserem Einsendegut die jéhrlich Fre-
quenz von 14% Aganglionosen als relativ
konstant erwiesen (8 Tab. 1,2, 3, 4).



Abb. 1 » a Rektum-
schleimhaut bei Morbus
Hirschsprung mit massiv

gesteigerter Acetylcholin-
esterase-Aktivitat in den
Nervenfasernetzen der La-
mina propria mucosae und
Muscularis mucosae. b Rek-
tumschleimhaut mit nor-
maler Acetylcholinester-
ase-Aktivitat der Nervenfa-
sernetze der Kolonmukosa.
AChE-Reaktion ohne Ge-
genfarbung, Vergr. 1:100

Abb. 2 » a Aganglionose
des Plexus submucosus.

b Normaler ganglienreicher
Plexus submucosus. Lactat-
Dehydrogenase-Reaktion,
Vergr. 1:150

In den Jahren 1965 bis 1974 lag die Fre-
quenz diagnostizierter Aganglionosen,
bei einer Anzahl von 354 untersuchten
Kindern mit chronischer Obstipation, bei
28,8%. Diese Zahl reduzierte sich in der
Dekade 1975 bis 1984 auf 20,7% [12]. Im
Vergleich zu diesen Werten hat die Fre-
quenz der Hirschsprung-Erkrankungen
im vorliegenden Krankengut weiter ab-
genommen; dies diirfte aber sehr wahr-

scheinlich der aktuellen Realitit entspre-
chen. Dabei muss allerdings berticksich-
tigt werden, dass Hypoganglionosen [4,
25], intestinale neuronale Dysplasien [5,
16, 21] und Reifungsriickstinde des en-
teralen Nervensystems [14] oft mit einem
dem Hirschsprung dahnlichen Krankheits-
bild einhergehen konnen und einen Teil
der 86% Biopsien ohne Zeichen einer
Aganglionose betreffen, aber an Schleim-

hautbiopsien (Hypoganglionose) [4] oft
nicht diagnostisch beweisbar sind.

In diesem Zusammenhang muss er-
wiahnt werden, dass der ultrakurze Mor-
bus Hirschsprung mit der klassischen
Paraffintechnik in der Himalaun-/Eosin-
farbung oder immunhistochemisch dia-
gnostisch nicht an Schleimhautbiopsien
ohne Weiteres zu erfassen ist [6, 12, 13, 14,
15]. Fiir die Diagnose eines ultrakurzen
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Hirschsprung (1-4 cm proximal der Li-
nea dentata) hat sich die Enzymhistoche-
mie als diagnostische Methode der Wahl
erwiesen.

Schlussfolgernd zeigt sich, dass in un-
serem untersuchten Krankengut 14 von
100 chronisch obstipierten Kindern eine
Aganglionose des Kolons aufwiesen.

Fazit fiir die Praxis

Die enzymhistochemische Untersuchung
nativer Biopsien der Rektummukosa bil-
det den Goldstandard in der histopatho-
logischen Diagnostik des Morbus Hirsch-
sprung. Mithilfe der Acetylcholinestera-
se-Reaktion lasst sich am nicht gegenge-
farbten Schnitt das charakteristische Bild
der Aganglionose in der Rektumschleim-
haut darstellen (B Abb. 1). Mittels Suc-
cinat-Dehydrogenase-, Lactat-Dehydro-
genase- und Nitroxid-Synthetase-Reak-
tionen wurde zusatzlich zur Sicherung
der Diagnose eine Nervenzelldarstellung
(bzw. Aganglionose) des Plexus submu-
cosus (B Abb. 2) durchgefiihrt. Letztere
Reaktionen erlauben zusétzlich Anoma-
lien des Plexus submucosus zu diagnosti-
zieren (intestinale neuronale Dysplasie B,
Ganglioneuromatose, Unreife der Ner-
venzellen). Mit enzymhistochemischen
Reaktions-Kits (Districhem@bluewin.ch)
lasst sich der Arbeitsaufwand massiv re-
duzieren.
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