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Erklérung laborspezifischer Begriffe

1. Erklarung laborspezifischer Begriffe

In medizinischen und naturwissenschaftlichen Labors haben sich im Alltag die
folgenden, zu einem groBen Teil der englischen Sprache entstammenden Begriffe
etabliert. Zum besseren Verstindnis der vorliegenden Arbeit werden sie vorab nédher

erlautert.
Approach Ansatz, Vorgehen
Amplifikat durch PCR vervielfiltigtes DNA-Fragment

blasten DNA-Sequenzen werden in einer DNA-Datenbank im
Internet abgeglichen, um sie einer Bakteriengattung

oder -spezies zuordnen zu kdénnen

Bench Durch eine Glasscheibe und eine Abzugsvorrichtung
geschiitzter Laborarbeitsplatz, durch den steriles
Arbeiten oder die Verwendung von gesundheits-

schiadlichen Substanzen vereinfacht wird.

Chromatographie Separationsverfahren, bei der eine mobile Phase (hier:
Fliissigkeit) und eine stationdre Phase (hier: Feststoff)
eingesetzt werden. Die Auftrennung erfolgt durch das
unterschiedlich starke Bindungsverhalten der zu
analysierenden Substanzen an der stationdren Phase bei

der Eluierung durch die mobile Phase.

(DNA-)Aufreinigung Reinigen der DNA nach der PCR, wobei iiberschiissige

Polymerasen, Nukleotide und Primer entfernt werden.

(DNA-)Extraktion Aufldsen der bakteriellen Zellwinde, um die DNA

freizusetzen.
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DNA-)Marker Substanz, mit der DNA-Fragmente vor der Gelelektro-
g
phorese so markiert werden konnen, dass sie z.B. unter

UV-Licht sichtbar werden.

(DNA-)Sequenzierung Aufschliisselung der Basenabfolge der DNA

eluieren Auswaschen, z.B. DNA von einer Chromatographie-

sdule mit Hilfe eines Puffers.

Gelelektrophorese Auftrennen der DNA-Fragmente nach ihrer Linge mit
Hilfe eines Stromfeldes und eines Agarosegels in

Pufferl6sung.

Mastermix Gemisch verschiedener Substanzen, die fiir die Verviel-
faltigung von DNA benétigt werden, beinhaltet u.a.

Nukleotide, ein Primerpaar und Polymerase.

Mikrotiterplatte Kunststoffplatte mit 96 halbkugelférmigen oder spitzen
Vertiefungen

Nukleotide eigentlich Desoxyribonukleotide, Bausteine der DNA

PCR Polymerase chain reaction, Methode mit Temperatur-

zyklen zur Vervielfiltigung von DNA, bei der der
Doppelstrang aufgetrennt und u.a. mit Hilfe eines
Enzyms, eines Primerpaares und Nukleotiden komple-

mentire Einzelstringe aufgebaut werden.

Peak Positives oder negatives Signal in der Chromato-
graphie, das sich als Spitze oder Kurve in einem

Diagramm darstellt.
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Polymerase Enzym, das wéhrend der PCR an der aufgetrennten
DNA unter Verwendung freier Nukleotide -einen

komplementéren Einzelstrang synthetisiert.

Primer Oligonukleotid, d.h. kurze Nukleotidsequenz, die an
einer hochkonservierten Region der DNA bindet. Bei
der PCR wird ein Primerpaar verwendet, das die zu
vervielfiltigende Zielregion einrahmt und damit fest-

legt.

Vial Eine von 96 halbkugeligen oder spitzen Vertiefungen in

einer Kunststoffplatte.

Vortex Gerit, bei dem Proben durch Vibration durchmischt
werden.

Well Vertiefung in einer Mikrotiterplatte

Zentrifuge Gerit, in dem Proben einer sehr schnellen Rotations-

bewegung ausgesetzt und dadurch mittels Fliehkraft

nach ihrer Dichte aufgetrennt werden
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2. Einleitung

2.1 Definition und Epidemiologie der Frithgeburt

Ein reifes Neugeborenes wird nach einer Tragzeit von 37 bis 41
Schwangerschaftswochen geboren, eine Frithgeburt wird demzufolge als eine Geburt
vor der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche (Schwangerschaftsdauer <260 Tagen)
definiert.

Nimmt man die Schwangerschaftsdauer als Bezugsgrofe, handelt es sich bei 9% der
Geburten in Deutschland um Frithgeburten vor 37+0 Schwangerschaftswochen. Die
Haufigkeit von sehr kleinen Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht von <1500g und
einem Gestationsalter von <32 vollendeten Gestationswochen betrigt etwa 1,4% 1%,
Insgesamt hat die Rate an Friihgeborenen <1000g zugenommen, z.B. gemil der
Perinatalerhebung in Hessen von 2,6/1000 Lebendgeborenen 1990 auf 4,6 im Jahr 2000.
Diese Zahl ist mit 4,5/1000 bis 2008 relativ konstant geblieben. Der Anstieg ist vor
allem bedingt durch die Zunahme von Mehrlingsschwangerschaften im Rahmen der
Reproduktionsmedizin — z.B. in Hessen von 1990 bis 2000 um 24,4% und von 2000 bis
2008 um weitere 17% %,

Die zeitliche Grenze, ab der heute ein Uberleben von Friihgeborenen méoglich ist, liegt
etwa in der 23. Schwangerschaftswoche ©”. Limitierend fiir das Uberleben zu diesem
Zeitpunkt der Entwicklung ist die Tatsache, dass sich erst etwa ab der 24.
Schwangerschaftswoche die Alveolen der Lungen bilden, ohne die eine
Sauerstoffaufnahme nicht moglich ist ¢%.

Die Mortalitdt der Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 500g liegt bei ca.
42%, von 500g bis 750g bei etwa 39%, bei einem Geburtsgewicht von 1000g bis 1499¢g
noch bei 7,6% "*, wobei weibliche Neugeborene und Einlinge generell eine bessere
Uberlebenschance haben. Die Uberlebensrate hat sich seit den friihen Siebzigern des
letzten Jahrhunderts mehr als verdoppelt, wobei die gute Betreuung von Risiko-

schwangerschaften und die Fortschritte in der neonatalen Intensivmedizin eine grof3e

Rolle spielen, vor allem die Entwicklung des industriell hergestellten Surfactant ®",

Gemil den Leitlinien der deutschen Gesellschaft fiir Neonatologie und pédiatrische

Intensivmedizin wird in der Regel vor Vollendung der 22. Schwangerschaftswoche auf
4
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eine initiale Reanimation verzichtet, da diese Kinder nur in Ausnahmefillen tiberleben.
Die Uberlebenschance steigt zwar in der 22. und 23. Schwangerschaftswoche auf bis zu
50% an, es ist jedoch in 20-30% mit schwerwiegenden Schidden mit lebenslanger
Hilfsbediirftigkeit zu rechnen, so dass die Entscheidung iiber das Vorgehen gemeinsam
zwischen Arzt und Eltern getroffen wird. Bei einer Frithgeburt in der 24. Schwanger-
schaftswoche lag die Uberlebenschance des Kindes zwischen 2002 und 2004 in
Deutschland bei 60%, so dass zu diesem Zeitpunkt grundsitzlich versucht werden

sollte, das Leben des Frithgeborenen zu erhalten ©2.

2.2 Problematik Friihgeborener

Aufgrund der Unreife der meisten Organsysteme der Frithgeborenen sowie aufgrund
von Infektionen kann es zu einer Reihe von Erkrankungen kommen, die die Haupt-
ursache fiir die neonatale Mortalitit oder erworbene Behinderungen darstellen. Vor
allem fiir Frilhgeborene <32. Gestationswoche besteht eine hohe Gefahr der
Spatmorbiditit besonders im Bereich der Lungen, der Augen und des zentralen
Nervensystems ®?. Zu den haufigsten Todesursachen zihlen das respiratory distress
syndrome (RDS), intraventrikuldre Hdmorrhagien, kongenitale Anomalien, nekroti-
sierende Enterocolitis, Infektionen und chronische Lungenerkrankungen . Der stirkste
Anstieg in Bezug auf Uberlebensrate und Langzeitresultat findet sich zwischen der 22.
und 25. SSW ©7. Nach einer Studie des NICHD Neonatal Research Network ©” ist bei
einer Geburt in der 22. SSW in 100% der Fille mit bleibenden Gesundheitsschidden zu
rechnen, in der 23. SSW in 92%, in der 28. SSW noch in 43% - wobei der groite Anteil
auf Infektionen und bronchopulmonale Dysplasie entfillt.

Aufgrund der Relevanz fiir die vorliegende Arbeit wird im Folgenden auf die Bereiche

Atem- und Immunsystem sowie Darmtrakt eingegangen.

Surfactant — eine von Pneumozyten Typ II gebildete Emulsion, die die Oberflichen-
spannung der Alveolen herabsetzt, wird erst ab der 35. Schwangerschaftswoche aus-
reichend gebildet. Daher leiden bis zu 60% der Friihgeborenen <30. Gestationswoche an
einem Atemnotsyndrom bzw. einem respiratory distress syndrome (RDS) ©V. Zu-

sdtzlich besteht bei sehr kleinen Frithgeborenen ein noch nicht ausreichend entwickeltes
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Lungenepithel ®?. Die dadurch oft notwendige maschinelle Beatmung kann durch
Barotrauma und Sauerstofftoxizitit eine Schiddigung des Lungenepithels mit daraus
resultierender Azidose verursachen und somit zu einem Circulus vitiosus fithren .
Durch eine begleitende Sepsis oder intrauterine Asphyxie wird die Situation deutlich
verschlechtert. Zur Verbesserung der Symptomatik trug die industrielle Herstellung von
Surfactant bei, ebenso die Lungenreifeinduktion mit Beclomethason vor drohender
Friihgeburt, die zwar zwischen der 24. und 28. SSW die Mortalitit giinstig beeinflusst,
aber erst ab der 29. SSW die Hiufigkeit und Schwere eines RDS signifikant senkt 9.
Vor allem bei Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht <1500g kann aus dem
Umstand der Lungenunreife und deren Behandlung eine chronische Lungenerkrankung

- eine bronchopulmonale Dysplasie - resultieren ©V.

Die Unreife des Darmtraktes des Frithgeborenen bereitet nicht nur Probleme beim
Nahrungsaufbau, sondern kann auch zu einer nekrotisierenden Enterocolitis (NEC)
fiihren, einer hamorrhagisch-nekrotisierenden Entziindung des Diinn- und Dickdarmes.
Bei einem Geburtsgewicht <1500g liegt die Inzidenz bei 2 bis 9%, mit einer Letalitit
bis zu 50%. Die nekrotisierende Enterocolitis entsteht durch eine Sauerstoffunter-
versorgung der Darmwand, z.B. im Rahmen einer perinatalen Asphyxie. Begiinstigend
kommt eine Schidigung der Darmwand durch hyperosmolare Nahrung und
Medikamente hinzu. Hierdurch wird Bakterien der Ubertritt aus dem Darmlumen in die
Darmwand erleichtert und es kommt zu Lufteinlagerungen mit moglicher Perforation,
Gangrin oder Peritonitis V. De la Cochetiére et al. untersuchten Frithgeborene, von
denen drei unter einer nekrotisierenden Enterocolitis litten. Durch molekulare Unter-
suchung von DNA im Stuhl mittels TGGE (Temperaturgradientengelelektrophorese)
konnten sie Clostridium perfringens nachweisen und vermuteten einen Zusammenhang
mit der Erkrankung *?. Wang et al. fanden heraus, dass bei Frithgeborenen mit NEC
eine geringere Bakteriendiversitét vorliegt — so zeigten diese Kinder in der Darmmikro-
biota einen hoheren Anteil an Proteobacteria (z.B. Enterobacteriaceae) und einen
geringeren an Firmicutes-Bakterien (z.B. Streptokokken, Lactobacillen) "°?. Auch
Stewart et al. fiihrten die Ursachen fiir NEC weniger auf einzelne Keime als vielmehr
auf eine Verschiebung in der prozentualen Verteilung der einzelnen Bakterien zuriick

3 Demgegeniiber zeigten Mshvildadze et al., dass bei jedem Frithgeborenen eine
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vOllig unterschiedliche bakterielle Komposition im Darm besteht und man keinen
wesentlichen Unterschied in der Verteilung der Keime bei NEC aufweisen kann .

Beachtenswert scheint auch das bei Friihgeborenen oft spitere Absetzen von
Mekonium. Bei Kindern mit einem Geburtsgewicht <1000g wird Mekonium
durchschnittlich nach 3 Tagen ausgeschieden, 30% setzen Mekonium erst nach bis zu 7
Tagen ab . Lembet et al. fanden heraus, dass Mekonium das Bakterienwachstum

verstirkt, indem sie Mekonium mit verschiedenen Bakterien beimpften .

Aufgrund des unreifen Immunsystems, aber auch aufgrund der Umstinde der
Friihgeburtlichkeit, treten Infektionen bei Frithgeborenen hdufiger auf als bei Termin-

©® ynd koénnen besonders schwere Verldufe nehmen. Sowohl die zellulire

geborenen
als auch die humorale Immunantwort sind beim Frithgeborenen erheblich einge-
schriinkt, was die systemische Ausbreitung der Erreger begiinstigt ©". Azizia et al.
fanden heraus, dass es dariiber hinaus bei einer vorgeburtlichen Infektion, z.B. im
Rahmen einer Chorioamnionitis, zu einer Immunoparalyse kommt. Dabei spielt
insbesondere eine reduzierte Expression von MHC II (major histocompatibility
complex) und eine verminderte Ausschiittung des Zytokins TNFa (Tumornekrose-

) Die Unreife und

faktor) eine Rolle, beides wichtige Bestandteile der Immunantwort
Suppression des Immunsystems erhohen die Gefahr einer Sepsis, z.B. von einem

lokalen Entzlindungsprozess ausgehend.

2.3 Infektionen als Ursache einer Friihgeburt

Zu den Hauptursachen fiir eine Frithgeburt zihlen Infektionen 7% *2. In iiber 30% der
Fille liegt einer Frithgeburtlichkeit ein vorzeitiger Blasensprung, in ca. 20% eine vor-
zeitige Wehentitigkeit zugrunde V. Beide werden hiufig durch Mehrlingsschwanger-
schaft oder Infektionen verursacht, wobei die auslosenden Keime nicht immer nach-
weisbar sind und eine intrauterine Infektion oft subklinisch verlduft. Nur 12,5% der
Frauen mit vorzeitiger Wehentitigkeit, intakter Fruchtblase und einem positiven
Bakteriennachweis aus Fruchtwasser zeigen klinische Zeichen einer intra-uterinen

Infektion %),
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Infektionen von Feten und Neugeborenen konnen sowohl nach dem Infektionszeitpunkt
als auch nach dem Infektionsweg eingeteilt werden. Beziiglich des Zeitpunktes kann
eine Infektion wihrend der Schwangerschaft, in den Tagen kurz vor (peripartal), unter
(sub partu) oder nach der Geburt (postpartal) erfolgen. Peripartal kann eine Infektion
durch eine aufgelockerte Plazentaschranke und fetomaternale Mikrotransfusionen
erfolgen, sub partu eher aszendierend {iber einen vorzeitigen Blasensprung oder Wehen-

tatigkeit, aber auch bei der Passage der Geburtswege.

Abb. 2.1: Ursachen der Frithgeburt. Gezeigt ist eine schematische Darstellung der Ursachen von
Frithgeburten. Rot hervorgehoben sind die fiir die vorliegende Arbeit relevanten Ursachen (HWI =

Harnwegsinfekt; vorz. = vorzeitig).

Hinsichtlich der Infektionswege unterscheidet man eine aszendierende, d.h. vaginal
und/oder iiber die Eihdute aufsteigende Infektion, von einer transplazentéren bei einer
systemischen Infektion der Mutter. Dariiber hinaus kann eine intrauterine Infektion auch
durch entziindliche Prozesse innerhalb der Bauchhohle retrograd iiber die Eileiter oder
im Rahmen von transabdominalen invasiven Untersuchungen wie Amniozentese oder
Chorionzottenbiopsie erfolgen. Transplazentire Infektionen entstehen meist bei einer
Virdmie der Mutter, sie konnen aber auch durch einige Bakterien wie Treponema
pallidum oder Listeria monocytogenes verursacht werden. Diaplazentar iibertragene
Listeria oder Toxoplasma gondii konnen dariiber hinaus {iiber eine Infektion der
Plazenta und der Eihdute zu einer Friihgeburtlichkeit fihren ®». Am hiufigsten sind

jedoch aszendierende intrauterine Infektionen, die meist bakteriell bedingt sind “* 7.
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Die Bakterien, die dabei im Fruchtwasser nachgewiesen werden konnen, finden sich
auch in der Vaginalmikrobiota der jeweiligen Mutter **.

Bei intakter Fruchtblase stellen sowohl der zervikale Schleimpfropf als auch die Eihdute
eine natiirliche Barriere gegen aszendierende Keime dar. Aber auch bei nicht eréffneter
Fruchtblase und asymptomatischen Schwangeren lassen sich bei ca. 4% Bakterien im
Fruchtwasser finden ®®. Bei vorzeitiger Wehentitigkeit steigt die Haufigkeit eines
Bakteriennachweises im Fruchtwasser bei intakten Membranen auf 12,5% bzw. 15%,
bei einer Zervixinsuffizienz auf 50% “> . Ein Keimnachweis im Fruchtwasser bei
intakten Eihduten korreliert mit Chorioamnionitis, konnataler Pneumonie und Friih-
geburtlichkeit. Eine bakterielle Ausbreitung iiber die Dezidua in die fetalen Blutgefif3e
oder iiber Chorion und Amnion in das Fruchtwasser mit anschlieBender Aspiration
durch das ungeborene Kind kdnnen zu einer Bakteridmie bzw. Sepsis des Kindes fiihren
7% Die hohere Sepsisrate bei Frithgeborenen konnte damit nicht nur mit der Unreife
und Suppression des Immunsystems zusammenhéngen, sondern auch mit intrauterinen,

die Friihgeburt auslésenden Infektionen “* 7.

transplazentar:
G z.B. Viren, Toxoplasmose,

Listerien, Syphilis

sub partu:

Z.B. Chlamydicn, Herpes,
Gruppe B-Streptokokken,
Gonorrho, Candida

aszendierend:

z.B. Gardnerella vaginalis,
Enterobaktericn,
Enterokokken

Abb 2.2: Mogliche Infektionswege beim Fotus. Schematisch dargestellt sind der Fotus im Uterus und

transplazentare und aszendierende Infektionswege sowie eine Ubertragung sub partu

Zu den Bakterien, die vorwiegend durch eine Aszension innerhalb der weiblichen
Genitalorgane oder bei der Passage durch den Geburtskanal wihrend der Geburt zu

einer Infektion des Kindes flihren konnen, zdhlen z.B. Streptococcus der Serogruppe B,
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Chlamydia trachomatis, Anaerobier wie Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrhoeae
sowie Darmbakterien, Staphylococcus und Enterococcus. Zu den gravierendsten
Infektionen bei Neugeborenen zdhlen die durch Streptococcus der Serogruppe B —
sogenannte B-Streptokokken - verursachten. Diese Bakterien kommen bei 5-30% aller

Frauen im Genitaltrakt vor 7%

, eine Ubertragung auf das Kind erfolgt meist wihrend
der Geburt. Ein Zusammenhang besteht zwischen einer genitalen Besiedelung mit ,,B-
Streptokokken®  und  vorzeitigem  Blasensprung, = Chorioamnionitis  und
Frithgeburtlichkeit. Beim Neugeborenen konnen die ,,B-Streptokokken* zu einer oft
todlich verlaufenden Sepsis oder Meningitis fithren, wobei die Infektion in einen early-
onset und einen late-onset type unterteilt werden. Die Friihform geht mit einer Letalitdt
von bis zu 20% einher "?. Besonders Frithgeborene sind von der Friihform betroffen —
es ist anzunehmen, dass ,,B-Streptokokken der Mutter durch ein Amnioninfektions-
syndrom zur Frithgeburt fiihren. Je unreifer das Frithgeborene, desto wahrscheinlicher

®2) " Auch die durch fakultative Anaerobier wie

kommt es dabei zu einer Sepsis
Gardnerella vaginalis verursachte bakterielle Vaginose steht mit einem vorzeitigen
Blasensprung sowie Friihgeburtlichkeit in Zusammenhang 7?. Dariiber hinaus gibt es
ebenso Zusammenhidnge mit einer Infektion durch den intrazelluldren Erreger

¢ O

Chlamydia trachomatis, der sich bei bis zu 13% der Schwangeren finde und mit

Neisseria gonorrhoeae, beide durch Sexualkontakte oder Schmierinfektion iibertragen.

Neben zahlreichen weiteren Faktoren konnen aszendierende Infektionen eine vorzeitige
Wehentitigkeit auslosen ©* ), die iiber eine Verkiirzung und Auflockerung der Zervix
mit Eroffnung des Muttermundes oder iiber einen vorzeitigen Blasensprung eine
Frithgeburt bedingen kann ®2) Dariiber hinaus kann durch aszendierende Infektionen
eine Zervixinsuffizienz entstehen. Hierunter versteht man eine schmerzfreie Konsistenz-
anderung und Verkiirzung der Zervix mit einer Eroffnung des Muttermundes, die meist
ohne von der Schwangeren wahrgenommene Myometriumkontraktionen einhergeht.

Durch die Offnung der Geburtswege besteht ebenfalls die Gefahr einer Frithgeburt ®2.

Ebenfalls infektionsbedingt kann es in der Schwangerschaft zu einem vorzeitigen
Blasensprung (PROM = premature rupture of membranes) kommen, bei dem es sich um
einen Fruchtwasserabgang durch eine Ruptur der Fruchtblase handelt, bevor

Eroffnungswehen eingesetzt haben. Beziiglich des Zeitpunkts des Auftretens kann der
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PPROM (preterm premature rupture of membranes), der frithe vorzeitige Blasensprung
vor der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche, abgegrenzt werden. Letzterer tritt in
etwa 2-5% der Schwangerschaften auf und ist mit einem Drittel aller Frithgeburten eine
deren haufigster Ursachen ®?. Dabei fithren vaginal aufsteigende Bakterien am unteren
Eipol zu einer Aktivierung der Arachidonsiurekaskade mit Freisetzung von Prosta-
glandinen “?. Hierunter kommt es neben einer Aufweichung der Eihdute zu einer
vorzeitigen Wehentitigkeit, die iiber eine Erhohung des intraamnialen Drucks oder iiber
Scherkrifte einen Blasensprung auslosen kann. Je frither in der Schwangerschaft ein

Blasensprung auftritt, desto héufiger liegt eine Infektion als Ursache vor ®2.

Beim vorzeitigen Blasensprungs ist die das Kind schiitzende Barriere nicht mehr
gegeben, so dass sich eine bereits bestehende oder neu hinzukommende vaginale
Infektion auf das Amnion, das Fruchtwasser und die Plazenta, auf das Kind und die
Unterleibsorgane der Mutter bis hin zu einer Sepsis ausbreiten kann
(Amnioninfektionssyndrom). Dieser Prozess wird begiinstigt durch abgehendes Frucht-
wasser, das das saure und damit schiitzende Scheidenmilieu neutralisiert. Die Erreger
gelangen tiber Mund, Nase, Lunge und Darm oder - bei infizierter Plazenta - {iber die
Nabelschnur in das ungeborene Kind. Beim Vorliegen einer Chorioamnionitis besteht
ein Risiko von 10% fiir ein reifes Kind, eine Sepsis zu entwickeln. Bei Frithgeborenen
liegt der Prozentsatz deutlich héher ®?. Das Risiko eines Amnioninfektionssyndroms
steigt mit zunehmender Liegedauer nach erdffneter Fruchtblase. Auch begleitende
Wehentétigkeit spielt eine grole Rolle bei der Begiinstigung eines Keimiibertritts von
vaginal auf die Eihdute und das Fruchtwasser. Im Fruchtwasser befinden sich
infektionshemmende Stoffe, wie z.B. Lysozym, ein antibakterielles Peptid, Zink und
Antikdrper — begilinstigend fiir Bakterienwachstum wirkt vor allem Mekonium im
Fruchtwasser ©* ®. Durch bakteriologische Untersuchungen von Fruchtwasser konnten
vor allem Anaerobier, Enterobacteriaceae und Streptococcus nachgewiesen werden, die
ein Amnioninfektionssyndrom hervorrufen kdnnen. Diese Keime wurden ebenfalls -
neben den vorherrschenden Laktobacillen - in der Vaginalmikrobiota von Schwangeren

®% aber auch Staphylococcus und Enterococcus wurden beschrieben ©V.

gefunden
Reservoir fiir diese Keime ist meist die Darmmikrobiota der Mutter, aber auch die orale
Mikrobiota der Mutter und deren Partner. Bei vorzeitiger Wehentétigkeit und/oder

vorzeitigem Blasensprung konnten im Fruchtwasser Ureaplasma urealyticum,
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Fusobacterium nucleatum und Mycoplasma hominis nachgewiesen werden ©" "®. Han
et al. fanden im Fruchtwasser von Frauen mit drohender Friihgeburt eher niedrig
virulente Keime — in der Gebdrmutter wird durch diese jedoch eine
Entziindungskaskade aktiviert, die {ber die Ausschiittung von Zytokinen,
Prostaglandinen  etc. zur Zervixreifung, vorzeitigem Blasensprung und
Myometriumkontraktionen fiihrt ®®. Sogar bei asymptomatischen Frauen im mittleren
Trimenon konnten Bakterien wie z.B. Chlamydia trachomatis, Corynebakterien und

Propionibacterium sp. gefunden werden ©¥.

2.4 Bakterielle Besiedelung von Darmtrakt und unteren Atemwegen

bei Friihgeborenen

Der Mutterleib als den Fotus schiitzende Umgebung galt lange als in der Regel keim-
frei. Verschiedene Studien haben mittlerweile nachgewiesen, dass sich sowohl bei
asymptomatischen Schwangeren, insbesondere aber bei Miittern mit drohender Friih-
geburt Bakterien im Fruchtwasser nachweisen lassen. Spitestens jedoch wihrend der
Geburt nach der Ruptur der Fruchtblase kommt das Kind mit Bakterien in Kontakt, z.B.
mit der Vaginal- und Darm- sowie Hautmikrobiota der Mutter. Eine bakterielle Be-
siedelung der Haut und Schleimhaut des Kindes 148t sich bereits am ersten Lebenstag

nachweisen 7,

Die bakterielle Besiedelung des Darmtraktes von Neugeborenen wird von zahlreichen
Faktoren beeinflusst, z.B. von der Nahrung, die dem Saugling zugefiihrt wird, vom
Geburtsmodus und der Umgebung © ?”. So siedeln sich bei gesunden Neugeborenen
zunéchst fakultativ anaerobe Bakterien wie Enterobacter, Enterococcus und Staphylo-
coccus an. Innerhalb der ersten Lebenstage kommen bei gestillten Kindern
Bifidobakterien hinzu und sind ab dem Ende der ersten Lebenswoche dominanter
Bestandteil der Darmmikrobiota. Bei Kindern, die mit Ersatzmilch gefiittert wurden,
finden sich mehr Anaerobier wie Clostridium und Bacteroides, und die Besiedelung mit
Bifidobacterium als dominantem Keim ist verzogert @ °*°?. So wiesen bei Sakata et
al. mit Muttermilch erndhrte Kinder am 7. Lebenstag ein Verhiltnis von Entero-

bacteriaceae zu Bifidobacterium von 1:1000 auf, bei mit Ersatzmilch erndhrten Kindern

12



Einleitung

betrug dieses Verhiltnis 1:10 nach 7 Lebenswochen ®”. El-Mohandes et al. fanden bei
Kindern, die mit Ersatzmilch gefiittert wurden, héufiger Klebsiella *®. Nach Ent-
bindung durch Sectio caesarea zeigt sich die Besiedelung des Darmtraktes insgesamt
verzogert, und man findet hiufiger Clostridium als nach vaginaler Entbindung © *”. Ein
Krankenhausaufenthalt nach Geburt scheint zu vermehrter Besiedelung mit Klebsiella

und Proteus zu fithren 3,

Da bei Frithgeborenen fast alle oben genannten die Darmmikrobiota beeinflussenden
Faktoren zusammenkommen, zeigen sich bei ihnen einige Besonderheiten im Vergleich
zu reifen Neugeborenen. Initial finden sich vor allem Enterobacteriaceae und
Streptococcus, sowie weniger koliforme Keime und Lactobacillus als bei reifen
Neugeborenen. Bei den Enterobacteriaceae liberwiegen Klebsiella und Enterobacter
gegeniiber E.coli. Auch die Besiedelung mit Bifidobacterium ist deutlich verzogert und
tritt meist erstmals am Ende der zweiten Lebenswoche auf “”. Stevenson et al. fanden
bei hospitalisierten Frithgeborenen in der zweiten Lebenswoche dhnliche Ergebnisse:
Im Gegensatz zu Termingeborenen zeigten sie eine Dominanz von Enterobacteriaceae
und einen Mangel an obligaten Anaerobiern, zu denen auch Bifidobacterium gehort ©2.
Stark und Lee fanden heraus, dass bei Frithgeborenen die Besiedelung mit fakultativen
Anaerobiern, z.B. Enterobacteriaceae, beginnt und sich auf hohem Niveau hilt. Am
Ende der ersten Lebenswoche zeigte sich erst bei 50% der Kinder Bifidobacterium,
insgesamt erschien Bifidobacterium noch spiter als bei den Termingeborenen, die mit
Ersatzmilch gefiittert wurden. Auch zeigten die Friihgeborenen mehr Bacteroides ©°.
Bei einer Untersuchung des Stuhls von sehr kleinen Frithgeborenen fanden Sakata et al.
heraus, dass bei den Frithgeborenen erst nach durchschnittlich rund 20 Tagen Bifido-
bacterium in der Stuhlmikrobiota dominiert, wahrscheinlich aufgrund der geringen
Milchzufuhr ®?. Eine molekulare Untersuchung des Stuhls von Frithgeborenen mittels
DGGE (Denaturierende Gradientengelelektrophorese) durch Millar et. al zeigte mehrere
bisher schwer kultivierbare Keime, wie z.B. Clostridium, Eubacterium, Ewingella

D Schwiertz et al. fanden heraus, dass bei Friih-

americana, Actinomycetes etc
geborenen zunédchst wenig Diversitdt innerhalb der Stuhlmikrobiota vorhanden ist und
im Laufe der Zeit die Darmmikrobiota der Sduglinge sowohl intra- als auch inter-
individuell eine hohe Ahnlichkeit aufweist ®>. Die geringere Diversitit im Vergleich zu

Termingeborenen und der hohere Anteil an Proteobakterien wie z.B. Entero-
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bacteriaceae liel sich auch mit neueren molekularbiologischen Untersuchungen

bestitigen %192,

Bei Mekonium, dem ersten von Neugeborenen abgesetzten Stuhl, handelt es sich um ein
dunkelgriines zdhes Gemisch aus Gallensekreten, Fruchtwasserbestandteilen, Lanugo-
haaren und kindlichen Hautschuppen, die durch Schluckbewegungen des Kindes im
Mutterleib in den kindlichen Darmtrakt gelangen. Mekonium galt lange Zeit unter der
Annahme, dass Fruchtwasser vor der Ruptur der Fruchtblase keimfrei sei, als steril.
Rotimi et al. konnten jedoch bereits 1981 im Mekonium von 23 gestillten reifen
Neugeborenen Staphylococcus albus, Streptococcus und Enterococcus kulturell nach-
weisen 7. Hufnagel et al. zeigten, dass besonders Frithgeborene mit einem Gestations-
alter <32 Wochen in 33% der Fille im Mekonium und in Korperabstrichen eine Be-
siedelung mit Enterococcus aufweisen. Besonders hdufig fanden sie Enterococcus
faecium “Y. In neueren molekularbiologischen Untersuchungen lieB sich sogar in allen
) bzw. in 91% ©® der Mekoniumproben bakterielle DNA nachweisen. Auch Madan et
al. fanden mit kulturunabhéngigen Methoden im Mekonium von Friihgeborenen unter

7 Lembet et al.

anderem Lactobacillus, Staphylococcus und Enterobacteriaceae
fanden heraus, dass Mekonium Bakterienwachstum sogar begiinstigt: Nach Beimpfung
von Mekonium mit verschiedenen Keimen in einer Konzentration von 10° CFU kam es

nach 24 Stunden Bebriitung zu einer Vermehrung der Bakterien um den Faktor 10° ¢,

Da viele - besonders sehr kleine Frithgeborene - beatmet werden miissen, liegen einige
Studien zur bakteriellen Besiedelung von Trachealsekret vor, vor allem zu Bakterien
wie Ureaplasma sp., die mit der Genese der bronchopulmonalen Dysplasie in
Verbindung gebracht werden %' 2?. Mourani et al. fanden heraus, dass die Atemwege
bei intubierten Friihgeborenen bereits frith bakteriell besiedelt sind. So fanden sie mit
molekulardiagnostischen Methoden nach 72h Beatmungsdauer bereits vereinzelt
Ureaplasma parvum und Enterococcus faecalis. In den ersten 21 Tagen Beatmung
fanden sich vor allem Ureaplasma sp., koagulasenegative Staphylococci, Staphylo-
coccus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis und E. coli. Dabei
konnten verschiedene Keime nicht angeziichtet werden und nur iiber molekular-
diagnostische Verfahren nachgewiesen werden ©”. In einer Studie von Booth et al.

zeigten sich 6,5% der untersuchten Trachealsekrete nach einer Beatmungsdauer von
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<12 Stunden kulturpositiv mit Bakterien wie E. coli, Streptococcus der Serogruppe B

und Haemophilus influenzae .

2.5 Sepsis des Friihgeborenen

Bei einer Sepsis handelt es sich um eine lebensbedrohliche Erkrankung, bei der
Bakterien oder deren Toxine von einem lokalen Entziindungsherd in die Blutbahn
gelangen. Es kommt dabei zu schweren Allgemeinsymptomen wie Fieber oder Hypo-
thermie, Tachykardie und Tachypnoe. Im Rahmen der hamatogenen Streuung kénnen
andere Organe betroffen sein, was zur Organdysfunktion fiihren kann. Im schlimmsten
Fall kommt es zum septischen Schock mit Kreislaufversagen. Laborchemisch finden
sich Zeichen einer Entziindung wie Leukozytose oder Leukopenie sowie ein Anstieg
des C-reaktiven Proteins ®®. Die Sepsis des Friihgeborenen ist neben der Unreife eine
der Hauptursachen fiir Morbiditit und Mortalitit ", Frithgeborene mit einer Sepsis ent-

wickeln haufiger neurologische Folgeerkrankungen ).

In den westlichen Industrieldandern erkranken 0,1-0,4% aller Lebendgeborenen an einer
Sepsis, auf neonatologischen Intensivstationen liegt die Inzidenz mit etwa 25% deutlich
héher mit steigender Tendenz in den letzten 20 Jahren ©". Beim Vorliegen einer
Chorioamnionitis besteht ein Risiko von 10% fiir ein reifes Kind, eine Sepsis zu
entwickeln. Bei Friihgeborenen liegt der Prozentsatz deutlich héher ®2. Unterteilt wird
die Sepsis in eine Frithform mit Beginn in den ersten drei Tagen nach Geburt und einer

Spitform nach mehr als drei Lebenstagen > %%,

Bei der Frithform werden die verursachenden Bakterien bereits im Mutterleib oder bei
der Passage des Geburtskanals erworben, oft im Zusammenhang mit einem vorzeitigen
Blasensprung, einem Amnioninfektionssyndrom oder einer Bakteridimie der Mutter.
Gemil der Pathogenese finden sich urséchlich meist Keime aus dem Genital- oder
Darmtrakt der Mutter, wie z.B. E.coli, Listeria, Streptococcus der Serogruppe B,
Enterococcus und Staphylococcus aureus, der Verlauf ist meist fulminant ©". Die

Inzidenz der Friihform ist in den letzten Jahren stabil und liegt bei etwa 0,1% aller
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Geburten, ist jedoch mit etwa 1,5% bei den Frithgeborenen mit einem Gestationsalter
<32 Wochen deutlich hher ®*°% 1% Dabei ist festzustellen, dass umso hiufiger eine
Sepsis auftritt, je niedriger das Gestationsalter des Friihgeborenen ist ®% Der Anteil an
Streptokokken der Gruppe B innerhalb des Erregerspektrums ist in den letzten 15
Jahren durch entsprechende Prophylaxe riickldufig. Wahrend bei reifen Neugeborenen
die Frithform der Sepsis hauptsdchlich durch B-Streptokokken und koagulasenegative
Staphylokokken verursacht wird ®®, besteht das Erregerspektrum bei Frijhgeborenen zu
52,9% aus gramnegativen Bakterien, wovon E.coli den groBten Teil einnimmt. Etwa
45% entfallen auf grampositive Bakterien, wobei koagulasenegative Staphylokokken
hierbei den groBten Anteil tragen ®® °. Mit kulturunabhingigen Methoden konnten
Wang et al. bislang unbekannte Verursacher einer fritheinsetzenden Sepsis nachweisen,
wie z.B. Bergeyella, Fusobacterium nucleatum und Sneathia sanguinegens. Sie unter-
suchten Fruchtwasser, Nabelschnurblut und Blut der Frithgeborenen und fanden als
haufigste sepsisverursachende Bakterien E.coli und Fusobacterium nucleatum V.

Die Mortalitdt bei einer fritheinsetzenden Sepsis liegt insgesamt bei 10,9%, bei Friih-
geborenen bei etwa 37%. Den grofiten Anteil an einem todlichen Ausgang triagt dabei
eine Sepsis durch E.coli ®* ', Als Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer friih-
einsetzenden Sepsis gelten (prolongierter) vorzeitiger Blasensprung, extreme Unreife
des Friihgeborenen, Chorioamnionitis, miitterliches Fieber sub partu sowie Funisitis,

eine Entziindung der Nabelschnur > 9.

Die Spitform der Sepsis ist meist nosokomial bedingt ®", die Inzidenz bei Friih-
geborenen betrigt etwa 21% und steigt, je niedriger das Gestationsalter und Geburts-
gewicht sind. So tritt bei Kindern mit einem Gestationsalter <25 Wochen in 46% eine
Sepsis auf, bei 25. bis 28. Woche bei 29%. Verursacht wird die Spétform der Sepsis
beim Frithgeborenen hauptsdchlich durch grampositive Bakterien, insbesondere
koagulasenegative Staphylokokken, dariiber hinaus Staphylococcus aureus, Entero-
coccus sp. und Streptokokken der Gruppe B. Der Anteil an gramnegativen Bakterien im
Erregerspektrum betridgt etwa 18%, allen voran E.coli, aber auch Klebsiella sp.,
Pseudomonas sp., Enterobacter sp. und Serratia sp. ®>. Die Mortalitit betrigt etwa
18%, dabei tragen die gramnegativen Bakterien deutlich haufiger zu einem tddlichen
Verlauf bei — bei einer Sepsis mit Pseudomonas liegt die Mortalitit bei bis zu 74% @,

Die antibiotische Prophylaxe, die Friihgeborenen oft nach der Geburt verabreicht wird,

16



Einleitung

erschwert die Erregerdiagnostik einer Sepsis durch Blutkulturen, trotz klinischer
Zeichen ist diese meist negativ ©” . Als Risikofaktoren gelten neben geringem
Geburtsgewicht und niedrigem Gestationsalter vorangegangene Antibiose, lange Be-
atmungsdauer, zentralvendse Zuginge, unzureichende Hindehygiene des Klinik-
personals, parenterale Erndhrung und nekrotisierende Enterokolitis > *. Es gibt
mehrere Hinweise auf den Darm als mogliches Erregerreservoir * * ¥ #)_ Eine bak-
terielle Translokation vom Darmlumen in das Darmgewebe und die Blutbahn scheint
durch mehrere Mechanismen denkbar. Zum einen zerstoren Bakterientoxine und andere
Bakterienprodukte die interzelluliren Verbindungen - tight junctions — des Darm-
epithels, so dass die Darmbarriere durchldssig und eine parazelluldre Translokation von
Bakterien mdoglich wird. Eine transzelluldre Translokation von Bakterien wird iiber
Rezeptoren oder M-Zellen des Darms ermdglicht, so dass die Bakterien die Darm-
barriere iiberwinden und z.B. iiber unreife Makrophagen innerhalb des Gewebes und
des Blutes disseminieren konnen. Neben den tight junctions wird die Darmbarriere
durch Schleim mit antimikrobiellen Substanzen aus den Paneth-Zellen sowie durch pro-
biotische Bakterien aufrechterhalten. Bei Frithgeborenen ist jedoch die Anzahl an
Paneth-Zellen deutlich vermindert. Dariiber hinaus ist die Entwicklung einer pro-
biotischen Darmmikrobiota bei Frithgeborenen deutlich verzdgert ®”. Madan et al.
fanden im Mekonium von Frithgeborenen mit kulturunabhingigen Methoden ver-
schiedene Bakterien, allen voran Laktobacillen, Staphylokokken und Enterobakterien
und beobachteten gleichzeitig, dass die Diversitit der Mikrobiota im Mekonium bei

Frithgeborenen mit spiter auftretender Sepsis reduziert war ©7

2.6 16S-rDNA Approach zur Diagnostik der konnatalen Sepsis,

kulturnegativer Proben und polymikrobieller Gemeinschaften

Wie weiter oben beschrieben, haben Frithgeborene aufgrund der Unreife des Immun-
systems und der Umstdnde der Frithgeburtlichkeit ein hoheres Risiko fiir eine konnatale
Sepsis. Zur Prophylaxe erhalten vor allem sehr kleine Friihgeborene kurz nach der
Geburt Breitbandantibiotika. Goldstandard in der Diagnostik der Sepsis ist die Blut-
kultur — diese zeigt jedoch nur in 25% der Fille einen positiven Befund und hat eine

niedrige Sensitivitit. Dazu kommt, dass der kulturelle Erregernachweis zum einen
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durch die Verabreichung von Antibiotika, zum anderen durch das geringe Blutvolumen
der Frithgeborenen erschwert wird, da aus diesem Grund héufig nicht die fiir eine Blut-
kultur erforderliche Menge an Blut entnommen werden kann. Zudem ist die
Inkubationszeit einer Blutkultur bezogen auf die Schwere der Erkrankung und den
daher notwendigen raschen Handlungsbedarf verhiltnismiBig lang . Daher wurde
verschiedentlich bereits versucht, die Sepsis-Diagnostik durch kulturunabhingige
Methoden zu erginzen “* ™. Hierbei erreichten Reier-Nilsen et al. bei der PCR von
Blutproben verglichen mit der Blutkultur eine Sensitivitdit von 66,7% und eine
Spezifitit von 87,5%. Mit beiden Methoden gemeinsam konnten sie bei 35,5% der
untersuchten Kinder eine bakterielle Sepsis nachweisen. Ohlin et al. konnten mit einer
hoheren Patientenzahl bei der PCR von Blutproben verglichen mit Blutkulturen eine
Sensitivitdt von 79% und eine Spezifitit von 90% beim Nachweis einer Sepsis bei Friih-
geborenen erreichen. Sie vermuteten dabei jedoch ein hohes MaB an Kontamination ¢
> Beide verwendeten fiir ihre PCR die bakterielle 16S-rDNA, die fiir die kleine
Untereinheit des Bakterienribosoms kodiert und immer 6fter zur molekulargenetischen
Identifikation von Bakterien genutzt wird "°%. Sie besitzt eine Linge von ca. 1542
Basenpaaren und unterteilt sich in fiir alle Bakterien gleiche, hochkonservierte, sowie in
dazwischenliegende, variable Bereiche ©”. Dabei werden die variablen Bereiche zur
Unterscheidung der Bakterien herangezogen, die hochkonservierten Bereiche als

Matrize fiir Primer ¥,

Mithilfe der 16S-rDNA ist es nicht nur moglich, bakterielle DNA aus kulturnegativen
Proben oder nach Beginn einer antibiotischen Therapie nachzuweisen, sondern man
kann auch polymikrobielle Bakteriengemeinschaften identifizieren, wie sie sich z.B. im
Darmtrakt oder bei Mischinfektionen finden ®¥. Die Analyse von polymikrobiellen
Gemeinschaften oder Mischinfektionen bereitet sowohl in kultureller als auch in
molekularer Hinsicht Schwierigkeiten. Bei der Anzucht auf Néhrboden kénnen Keime
mit anspruchsvolleren Lebensbedingungen von anderen Keimen iiberwuchert werden
und so gar nicht erst in Erscheinung treten. Aus molekularer Hinsicht bedarf es zum
Nachweis einer solchen Mischinfektion einer Modifikation der herkommlichen PCR.
Bei letzterer haben alle amplifizierten DNA-Fragmente dieselbe Linge, aber unter-

schiedliche Sequenzen (s. Abb. 2.3).
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Da eine Gelelektrophorese DNA nach der Lénge auftrennt, mul man bei Misch-
infektionen versuchen, sie nach der Sequenz aufzutrennen, um die einzelnen Bakterien
identifizieren zu kénnen. Dazu konnen Verfahren wie die PCR-DGGE (Denaturierende
Gradientengelelektrophorese) oder die TGGE (Temperaturgradientengelelektrophorese)
verwendet werden — beide Methoden weisen jedoch sowohl einen erheblichen Arbeits-
und Zeitaufwand, als auch eine bisher unbefriedigende Reproduzierbarkeit und

Spezifitit auf .

amplicon C

D
Abb. 2.3: 16S-rDNA aus Mischinfektionen. Die Grafik zeigt die 16S-rDNA, an der die Primer 933F und

1407R binden, wodurch wéhrend der PCR Amplicons mit 474 Basenpaaren entstehen. Bei einer
Mischinfektion haben diese durch die unterschiedlichen variablen (weiBlen) Bereich eine unterschiedliche

Sequenz, sind aber gleich lang (modifiziert nach Domann et al., 2003).

Domann et al. ist es in Zusammenarbeit mit Transgenomic Inc., USA, gelungen, ein
neues molekulares, kulturunabhingiges Verfahren zu entwickeln, dass vollautomatisch
und damit schneller und reproduzierbarer als die bisherigen Methoden arbeitet. Hierfiir
wird die automatisierte und softwaregesteuerte PCR/DHPLC (WAVE©-Technologie)
von Transgenomic herangezogen, die bisher zur Mutationsanalyse eingesetzt wurde.
Das Prinzip beruht auf einer ,,denaturing high-performance liquid chromatography*
(DHPLC) von Amplifikaten aus der V6-V8 Region der 16S rDNA, die mittels hoher
Temperaturen denaturiert und an eine Sdule gebunden werden. Uber einen speziellen
Puffer werden sie sequenzabhingig eluiert. Mit dieser Methode wurde z.B. Urin von
Patienten nach Nierentransplantation untersucht, wobei sowohl Mischinfektionen als
auch nicht oder nur schwer anziichtbare Keime nachgewiesen wurden. Mit der
PCR/DHPLC kann bakterielle DNA aus bis zu fiinf verschiedenen Bakterienspezies
aufgetrennt werden ** *. Dabei zeigen die Bakterien spezifische Retentionszeiten bei

der Eluierung, anhand derer auch eine Identifikation méglich ist **.
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2.7 Zielsetzung

Eine Geburt vor der 32. Schwangerschaftswoche geht mit erheblichen gesundheitlichen
Problemen und Gefdhrdungen fiir das Kind einher. Zu einem groflen Teil wird durch
eine Infektion eine Kaskade in Gang gesetzt, an deren Ende eine Frithgeburtlichkeit
steht. Nicht immer kann dabei der auslosende Erreger nachgewiesen werden. Auch bei
einer konnatalen Sepsis, fiir die vor allem Frithgeborene eine hohe Gefdhrdung zeigen,
ist der Erregernachweis durch Blutkultur aufgrund deren niedriger Sensitivitét, des
geringen Blutvolumens und der oft schon begonnenen antibiotischen Behandlung
schwierig. Zudem ist die Erregerdiagnostik gemessen an dem raschen Krankheitsverlauf
einer Sepsis verzogert. Vor diesem Hintergrund scheint es wichtig, sensitivere,
reproduzierbare Diagnostikmethoden mit schneller verfiigbaren Ergebnissen zu finden.

Dariiber hinaus bereitet die Unreife des Darms bei der Behandlung Friihgeborener
Probleme. Dazu gehort besonders das erhohte Risiko fiir eine nekrotisierende
Enterokolitis, fiir deren Pathogenese eine verdnderte Bakterienzusammensetzung
vermutet wird und deren Vorliegen wiederum das Auftreten einer Sepsis beglinstigt.
Auch in anderen Zusammenhdngen kommt bei Frithgeborenen der Darm als
Erregerreservoir einer spéteinsetzenden Sepsis in Betracht. Daher kommt
Untersuchungen der Entwicklung der Stuhlmikrobiota bei Frithgeborenen, die bisher
kulturell und mittels DGGE sowie TGGE bereits analysiert wurde, eine grof3e

Bedeutung zu.

Ziel dieser Arbeit war es daher, mit konventionellen und kulturunabhingigen
Methoden, genauer der PCR/DHPLC, Trachealsekret, Mekonium und Stuhl mit

folgender Fragestellung zu untersuchen:

1. Eine Problematik bei der Durchfiihrung von Blutkulturen bei Friithgeborenen ist
deren geringes Blutvolumen. Vor diesem Hintergrund wurde zur
Sepsisdiagnostik auf leicht zugdngliche und nichtinvasiv gewonnene
Probenmaterialien in Form von Mekonium und Trachealsekret von beatmeten
Kindern zuriickgegriffen. Ziel war es, mithilfe dieses Untersuchungsmaterials

mogliche Erreger einer konnatalen oder fritheinsetzenden Sepsis nachzuweisen.
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2.

4,

5.

Da Mekonium wunter anderem aus in utero geschluckten Frucht-
wasserbestandteilen besteht und Bakterienwachstum fordert, sollte mit einer
Kombination aus kulturellen und kulturunabhingigen Methoden untersucht
werden, ob sich Bakterien als Ausloser der Frithgeburtlichkeit nachweisen
lassen. Dariiber hinaus sollte diesbeziiglich die Studienlage im Hinblick auf

nicht oder nur schwer anziichtbare Keime ergéinzt werden.

Da die Lunge eines Fetus in utero mit Fruchtwasser gefiillt ist und dieses nach
der Geburt resorbiert wird, sollte Trachealsekret der beatmeten Kinder
untersucht werden mit der Fragestellung, ob sich auch in diesem Material
Bakterien nachweisen lassen, die die Friihgeburtlichkeit ausgelost haben

konnten.

Die Entwicklung der Stuhlmikrobiota sollte auf die Darstellbarkeit mittels
PCR/DHPLC fiberpriift sowie die vorhandenen Studien ergénzt werden, vor
allem im Hinblick auf nicht oder nur schwer anziichtbare Keime. Dariiber hinaus
sollte iiberpriift werden, inwiefern sich die PCR/DHPLC fiir die Untersuchung

des aus mikrobiologischer Sicht komplexen Materials Stuhl eignet.
Dariiber hinaus sollte der Stuhl der Friihgeborenen auf mogliche

Zusammenhdnge mit dem Auftreten einer spiteinsetzenden Sepsis untersucht

werden.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Untersuchungen am Menschen

Fiir die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit wurde Probenmaterial verwendet, das im
Rahmen der medizinischen, mikrobiologischen Routineversorgung zu diagnostischen
Zwecken gewonnen wurde (Trachealsekret, Stuhl, Mekonium). Nach der durch die
behandelnden Arztinnen/Arzte angeforderten mikrobiologischen Routinediagnostik
(,,Standard*‘) mit zeitnaher Ubermittlung der Ergebnisse wurden die projektbezogenen
Untersuchungen (,,Erweiterung des Standards zur verbesserten Diagnostik®)
durchgefiihrt, wobei nur die nach der Routinediagnostik iibrig gebliebenen Restmengen
(,,Restmaterial®“) verwendet wurden. Eine zusidtzliche Belastung fiir die Patienten
entstand dadurch nicht. Bei keinem der Patienten wurden Proben fiir eine
projektbezogene Untersuchung entnommen. Alle Proben wurden nach Abschluss der
Untersuchungen sachgemill vernichtet (autoklaviert) und entsorgt. Bei den
Untersuchungen handelte es sich um MalBnahmen zur qualitativen Verbesserung der
mikrobiologischen Diagnostik bei Sepsis, hier insbesondere der konnatalen und
Neugeborenensepsis, die im Rahmen des Humangenomprojektes NGFN/GRID
durchgefiihrt wurden. Die Ethik-Kommision des Fachbereichs Medizin hat den
Untersuchungen zugestimmt (Az. 79/01)

3.2 Beschreibung des Patientenkollektivs

Untersucht wurden Trachealsekret-, Stuhl- und Mekoniumproben von insgesamt 25
Friihgeborenen mit ausgewogenem Geschlechterverhéltnis, die vor der vollendeten 32.
Schwangerschaftswoche geboren wurden, im Zeitraum von April bis September 2004.
Alle Kinder wurden an der Universitdtsfrauenklinik Gielen per Sectio caesarea ent-
bunden und anschlieBend auf der Kinderintensivstation aufgenommen. Im Verlauf
wurden alle Kinder auf die neonatologische Station ,,Moro* verlegt. Die Griinde fiir die
Frithgeburt waren vielseitig (s.u.). Das jlingste Kind wurde in mit einem Gestationsalter
von 24+4 Wochen geboren, das élteste mit 31+3 Wochen, das mittlere Gestationsalter
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lag bei 28+3 Tagen (+ 2 Wochen +0,5 Tage). Das mittlere Geburtsgewicht lag bei
1187g (+ 372,4g). Unter den 25 Kindern befanden sich 5 Zwillingspaare (Kinder Nr. 3,
4+5, 9+10, 21+22 und 24+25), wobei 1 Zwilling (von Kind 3) nicht in der Kinderklinik
aufgenommen wurde. Dariiber hinaus gab es ein Drillingstrio (Kinder Nr. 11+12+13).
Die mittlere Aufenthaltsdauer der Kinder lag bei 78,3 Tagen (+ 39,9 Tage), keines der
Kinder verstarb wéhrend des Aufenthaltes.

Bei allen Kindern waren die Neugeborenen-Abstriche von Achsel, Ohr und Leiste steril,
alle erhielten zur Sepsisprophylaxe Antibiotika ab dem Tag der Geburt, in den meisten
Fillen Ampicillin und Gentamycin. Die Nahrung der Kinder bestand aus Alfaré¢® in den
ersten Lebenstagen und wurde anschlieBend durch Prematil® ersetzt. Die Muttermilch
wurde bakteriologisch untersucht und bei nachgewiesener Keimfreiheit an die Kinder
weitergegeben. Dabei erhielt jedes Kind nur die Milch der eigenen Mutter. In der Zeit
zwischen der Abnahme und der Verabreichung wurde die Milch bei -20°C gelagert.

Folgende klinische Daten wurden retrospektiv neben den oben genannten durch
Recherche der archivierten Patientenakten erfasst:

- Aussehen des Fruchtwassers

- Vorliegen einer konnatalen Sepsis

- Neugeborenen- und sonstige Abstriche sowie Blutkultur-Ergebnisse

- verabreichte Antibiotika

- Beatmungsdauer

- Begleiterkrankungen und Verlaufsdiagnosen (insbesondere Infektionen und

spéteinsetzende Sepsis)
- verabreichte Nahrung
- Antibiose und Cervikalabstriche der Mutter

- Schwangerschaftskomplikationen und Ursache der Frithgeburt

Alle Kinder wurden anonymisiert und anschlieBend durchnummeriert. Die Stuhl- und

Trachealsekretproben jedes Kindes wurden jeweils chronologisch nummeriert.
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Tabelle 3.1: Ubersicht klinische und allgemeine Daten der 25 untersuchten Kinder. Angegeben sind
Geschlecht, Gestationsalter, Geburtsgewicht und Ursache der Frithgeburt. Abkiirzungen: GG = Geburts-
gewicht; path. = pathologisch; CTG = Cardiotokogramm; vorz. = vorzeitig; WT = Wehentitigkeit; AIS =

Amnioninfektionssyndrom; MM = Muttermund; steig. = steigende, V.a. = Verdacht auf

Kind | Geschl. | Gestations- GG Ursache d. Friihgeburt
Nr. alter
1 M 24+4 550g path. CTG
2 M 28+0 980g path. Doppler u. CTG
3 M 29+0 1400¢g vorz. WT, V.a. AIS
4 F 25+4 850g MM-Eréffnung, steigende Infektparameter, V.a. AIS
5 F 25+4 880g MM-Eroffnung, steigende Infektparameter
6 M 28+4 1490g vorz. WT, Blasensprung, V.a. AIS
7 F 29+3 1100g path. CTG, fetal distress, Placenta praevia m. Blutung
8 M 26+1 900g path. CTG, vorz. WT
9 M 30+2 1730g vorz. WT, Blasensprung
10 M 30+2 1400g vorz. WT, Blasensprung
11 F 31+1 1630g vorz. WT, V.a. AIS
12 M 31+1 1280g vorz. WT
13 M 31+1 1490g vorz. WT
14 F 28+5 1100g vorz. WT, Blasensprung, V.a. AIS
15 F 29+0 1320g path. CTG, vorz. WT, V.a. AIS
16 F 30+5 1760g path. CTG bei Gestationsdiabetes
17 F 2843 1180g path. CTG, vorz. WT, Fruchtblasenprolaps
18 M 28+2 1320g vorz. WT, Zervixinsuffizienz, V.a. AIS
19 F 24+5 750¢g vorz. WT, ansteigende Infektparameter, V.a. AIS
20 F 3143 1780g silentes CTG
21 F 26+6 490g path. CTG bei HELLP-Syndrom
22 M 26+6 700g path. CTG bei HELLP-Syndrom
23 F 29+2 1530g miitterliches Karzinom, path. CTG
24 M 2743 1070g vorz. MM-Er6ffnung, steig. Infektparameter, V.a. AIS
25 F 2743 990g vorz. MM-Er6ffnung, steig. Infektparameter, V.a. AIS
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3.3 Materialien und Gerite

3.3.1 Kulturmedien

Hammelblutagar 5%: Optimalndhrboden zur Anzucht eines breiten Spektrums von
Keimen und zur Beurteilung des Hamolyseverhaltens. 30g Columbia-Agar, 750 ml E-
Wasser, 37,5ml defibriniertes Hammelblut.

Kochblutagar 8%: Wie Blutagar, zusitzlich wéchst Hdamophilus. 40g Tryptic Soy
Agar, 1000ml E-Wasser, 80ml defibriniertes Hammelblut, im Wasserbad bei 85°C unter

Schiitteln bis zur Braunfarbung erhitzen.

MacConkey-Agar: Selektivagar zum Nachweis von Enterobacteriaceae. 17g/1 Pepton
aus Casein, 3g/l Pepton aus Fleisch, 5g/1 NaCl, 10g/l Lactose, 1,5g/1 Gallesalzmischung,
0,03g/1 Neutralrot, 0,001¢g/1 Kristallviolett, 13,5g/1 Agar-Agar.

Schaedler-Agar: Optimalndhrboden zur Anzucht von Anaerobiern unter anaeroben Be-
dingungen. 8,2g/1 Casein, 2,5g/l peptisch abgebautes Tiergewebe, 1g/l1 Sojamehl, 5,8g/1
Glucose, 5g/1 Hefeextrakt, 1,7g/l NaCl, 0,8g/l Dikaliumhydrogenphosphat, 0,4g/1 L-
Cystin, 0,01g/1 Hamin, 3g/l Trishydroxyaminomethan, 13,5g/1 Agar.

Lysogeny-broth-Agar/LLB-Agar: Komplexer Niahrboden zur Anzucht von Bakterien.
5g/l Hefeextrakt, 10g/1 Trypton, 0,5-10g/1 NaCl, 15g/1 Agar -> pH-Einstellung 7.

Miiller-Hinton-Agar: Optimalndhrboden zur Antibiotikaresistenzbestimmung mit di-
versen Antibiotikapldttchen. 2g/1 Rindfleisch aus getrockneter Infusion, 17,5g/1 Casein-
hydrolysat, 1,5g/1 Starke, 17g/1 Agar.

SOB-Medium: komplexes Nahrmedium, das unter anderem fiir die Transformation von
kompetenten Bakterien, z.B. im Rahmen einer Klonierung eingesetzt wird. 5g/1 Hefe-
extrakt, 20g/l Trypton, 10mM Natriumchlorid, 2,5mM KCI, 10mM MgCl,, 10mM
MgSOs..
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SOC-Medium: besteht aus SOB-Medium, das mit 20mM Glucose versetzt wird.

3.3.2 Biochemische Identifikation

Die biochemische Identifikation der Bakterien erfolgte mit folgenden Verfahren:

Identifikation mit der ,,Kurzen bunten Reihe“ (KBR): zur Unterscheidung
von Enterobacteriaceae anhand deren Enzymausstattung durch eine festgelegte
Reihenfolge von Basismedien mit Indikatoren (Kligler, Ornithin-Decarboxylase-
Test, Lysin-Decarboxylase-Test, Indol, Urease, Citrat, Glucose, Rhamnose) “6)

Identifikation mit API 20E: API 20E liegt dasselbe Prinzip wie der kurzen
bunte Reihe zugrunde. Es werden Enterobacteriaceae und andere gramnegative
Stdbchen weiter differenziert, indem man vorgefertigte Substrate in 20

Mikror6hrchen mit einer Suspension des zu identifizierenden Keimes beimpft.

Die Verwendung erfolgte nach Anweisung des Herstellers bio mérieux.

AL & | § 5 "_! 299990999

&
ME\E 000 G eas Iﬂﬂ“w E’Mmmmmm-ﬂmm

Abb.3.1: Beispiel einer API 20E

Identifikation mit BBL Crystal: Erweiterte Mikroversion der kurzen bunten
Reihe zur Differenzierung von diversen Keimen, die in jeweils einer Version fiir
gramnegative und grampositive Organismen vorliegt. Es wird eine
Keimsuspension hergestellt, die in eine Abfolge von 30 Mikropanels mit
getrockneten Substraten und Indikatoren gegeben wird. Die Verwendung

erfolgte nach Anweisung des Herstellers Becton Dickinson S.A.

3.3.3 Identifikation durch Resistenzbestimmung

Bei dieser Identifikationsmethode wird der zu bestimmende Keim anhand seiner

Resistenzlage gegeniiber verschiedenen Antibiotika bestimmt, wobei die Grofle des
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bakterienfreien Hemmhofes um die Antibiotika-Pliattchen Auskunft dariiber gibt. In der
vorliegenden Arbeit wurden durch diese Methode Enterokokkenspezies unterschieden.
Fiir die Resistenzbestimmung wurde der zu bestimmende Keim mit einer sterilen Ose
von der Agarplatte abgenommen und in TSB-Bouillon (Tryptic Soy Broth) geldst. Nach
Durchmischung wurden 2 Tropfen gleichméBig auf einem Miiller-Hinton-Agar verteilt.
Vor der Bebriitung bei 37°C wurden mit speziellen Stempeln verschiedene Antibiotika-
Testplittchen in gleichméBigen Abstinden darauf verteilt “®. In der vorliegenden
Arbeit wurden pro zu untersuchendem Keim je zwei Agarplatten beimpft und mit je
einer Antibiotikagruppe versehen. Die Enterokokken konnten anhand folgender

Resistenzlage zugeordnet werden:

Tabelle 3.2: Uberblick der Resistenzlage von Enterococcus faecium und faecalis.

Antibiotikum E. faecium | E. faecalis
Vancomycin sensibel sensibel
Fosfomycin variabel variabel
Clindamycin resistent resistent
Ampicillin resistent sensibel
Tetrazyklin sensibel resistent
Amoxicillin/Clavulanséure resistent sensibel
Ampicillin/Sulbactam resistent sensibel
Sulfamethoxacol/Trimetophrim | resistent sensibel

3.3.4 DNA-Extraktionsmethoden

e KOH-Lyse: 1 Bakterienkolonie wurde mit einer sterilen Ose in ein 1,5ml
Eppendorf-Gefal mit 50ul Aqua dest. (Braun) und 50ul Lysis Solution (Wasser,
KOH 5M, EDTA 0,5M und Dithiotreitol 1M; pH von 14), Inkubation im
Heizblock bei 95°C fiir 15min. AnschlieBend Zugabe von 8ul
Neutralisationslosung (HC1 1M und Tris/HCl 1M). Zentrifugation bei 13.000
UpM fiir 2 Minuten, anschlieBend befindet sich die DNA im Uberstand.

e Qiagen Mini Stool Kit®: Extraktionsmethode speziell zur Aufbereitung von
bakterieller DNA aus Stuhl, bei der zuséitzlich im Stuhl vorhandene Hemmstoffe
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der PCR beseitigt werden. Die Methode wurde nach Anweisung des Herstellers

(Qiagen, Hilden) verwendet.

3.3.5 Materialien fiir die Durchfiihrung der PCR

Gemil der geplanten Anzahl an PCRs wurden Mastermixe erstellt und a 95ul in
autoklavierte 0,2ml Eppendorfgefd3e aliquotiert. Rezeptur pro Reaktion: 10ul Domann-
Puffer, 4ul ANTP-Mix 1,25mM, je 0,2ul Primer F und Primer R, 0,3ul Taq-Polymerase
500U, 80,3ul Aqua dest. steril. Domann-Puffer: Tris/HCI 1 M (10ml), MgCl, 1M (1ml),
KCI 1M (12,5ml), 10% Tween20 (2,5ml), Gelatine (5ml), destilliertes Wasser (19ml).
Der fertige Mastermix wurde bei -18°C bis zur Verwendung gelagert und vor
Verwendung auf Eis aufgetaut. Pro Reaktion wurden Sul DNA zugefiigt.

Folgende Primer, die in der V6-V8 Region der 16S r-DNA binden, wurden verwendet:

P9-Primerpaar (1009 bp):
101 F: 5°-AGT GGC GGA CGG GTG AGT-3¢
1110 R: 3*-TGC GCT CGT TGC GGG ACT TAA C-5

c-Primerpaar (474 bp):
933 F: 5°-GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G-3¢
1407 R: 5°-GAC GGG CGG TGT GTA CAA G-3¢

Die PCR wurde mithilfe des Gerits Gene Amp PCR-System 9700 von Applied
Biosystems durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen betrug 100pul.

30x
94°C |
‘ 72°C

a4°c

7 0,4 0,4 5 ©O  Minuten
Abb. 3.2: PCR-Programm im Gene Amp PCR-System 9700 von Applied Biosystems
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Fiir Proben mit sehr schwachem Signal in der Gelelektrophorese, wie Mekonium und
ausgewihlte Trachealsekrete, wurde eine erneute PCR mit dem piko® Thermal Cycler
durchgefiihrt. Dieser ermoglicht eine spezifischere und schnellere PCR. Dies wird zum
einen aufgrund der Pyrococcus-DNA-Polymerase gewihrleistet, die der herkdmmlichen
Thermophilus aquaticus-Polymerase in Bezug auf Elongationszeit, Ausbeute und
Genauigkeit liberlegen ist. Zum anderen werden ultradiinne Reaktionsgefdf3e verwendet,
die die Autheizungs- und Abkiihlungsphasen deutlich verkiirzen. Die Mastermixe
wurden unmittelbar vor der PCR erstellt mit einem Gesamtvolumen von 50ul je
Reaktion, bestehend aus 25ul Phusion” Mix 2x, je 0,25ul Primer F und Primer R,
20,5ul steriles Aqua dest. sowie 4ul DNA. Folgendes Programm wurde verwendet:

35x

98°C

68°C

4°C

10 1 5 10 60 S0 Sekunden

Abb. 3.3: PCR-Programm des piko® Thermal Cycler

3.3.6 Agarose-Gel und Gelelektrophorese

Fiir die Darstellung der PCR-Produkte wurde eine Gelelektrophorese mit einem 1,3
%igen Agarosegel durchgefiihrt. Zur Herstellung eines Agarose-Gels fiir die
Gelelektrophorese wurden 5,2g Agarose verwendet, sowie 400ml TBE-Puffer
(Trishydroxymethylaminomethan 89mM, Borsdure 2mM und EDTA-Na, 8§89mM), in
zehnfacher Verdiinnung mit destilliertem Wasser. Als Laufpuffer wurde ebenfalls TBE-
Puffer in einer Konzentration von 1:10 eingesetzt. Der Auftragspuffer fiir die Proben
wurde aus 1,25g Ficoll® (Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer) in 7,5ml destilliertem
Wasser hergestellt und tiber Nacht im Kiihlschrank geldst, anschlieBend wurde eine
Spatelspitze Bromphenolblau hinzugefiigt, dann 10:1 mit SYBR“Gold (1:100 mit
DMSO (Dimethylsulfoxid) verdiinnt) versetzt. Zur Orientierung wurde DNA-Marker

(s.u.) verwendet.
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3.3.7 DNA-Aufreinigung und Sequenzierung

Amplifikate, die in der Gelelektrophorese ein positives Signal zeigten, wurden zur
Sequenzierung in eine Mikrotiterplatte tibertragen, auf deren Boden sich eine Membran
befand. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Platte abgedeckt, iiber eine Vakuumpumpe
wurde die Fliissigkeit 5 Minuten durch die Membran abgesogen. Die DNA lag
anschliessend der Membran auf. Nachdem 100ul Licrosolv (gereinigtes nukleotidfreies
Wasser) zugegeben wurden, wurde der Vorgang wiederholt. Durch diese Filterung
wurden iiberschiissige Primer sowie die Tag-Polymerase aus der Probe herausgefiltert,
um ein gutes Sequenzierergebnis zu erzielen. Anschliessend wurde die DNA mit 50ul
Licrosolv aus der Membran eluiert, indem die Platte fiinf Minuten auf einem Schiittler
bewegt wurde. Die Sequenzierung erfolgte innerhalb des Instituts mit dem MegaBACE
1000 nach Anweisungen des Herstellers.

Da wihrend dieser Doktorarbeit das Sequenzierverfahren auf einen externen Anbieter
(AGOWA, Berlin) umgestellt wurde, erfolgte die Aufreinigung nach der Umstellung
mit dem QIAquick PCR Purification Kit® nach Angaben des Herstellers. Eluiert wurde
die DNA mit 30ul sterilem destilliertem Wasser in 5 min Inkubationszeit, statt nach
Herstellerangaben mit 50ul EB-Puffer in 1min. AnschlieBend wurde die Konzentration

mit dem NanoDrop® gemessen und ggf. fiir die Sequenzierung verdiinnt.

3.3.8 Uberblick iiber die verwendeten Chemikalien und Geriite

Agarose: Invitrogen, UK

Antibiotika-Stempel und Plattchen: Becton Dickinson

Aqua dest.: Braun

DHPLC: Transgenomic 3500 HT WAVE® DHPLC System inkl. fragment collector
DHPLC Puffer: Transgenomic

Digitale Gel-Dokumentation: Biorad Universal Hood I1

DNA-Marker: Molecular Weight Marker von Boehringer oder Roche

Ficoll: Ficoll™400 Amersham Pharmacia Biotech AB

Image Master VDS-System: Amersham Biosciences

InvaF’ chemisch kompetente Zellen: Invitrogen
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MegaBACE 1000: Molecular Dynamics-Amersham Biosciences
NaCl 0,9%: Braun

NanoDrop: Nano Drop Technologies Inc.

NucleoSpin® Plasmid-Isolierung: Macherey-Nagel, Diiren
Nukleotide: Fermentas GmbH

Phusion™ Flash PCR Master Mix: Finnzymes

Piko® Thermal Cycler: Finnzymes

Primer: Metabion

Qiagen QIAquick PCR Purification Kit: Qiagen
Reaktionsgefia3e: Eppendorf

Stool Kit: Qiagen

SYBR® Gold: Molecular Probes

Tag-Polymerase: Invitrogen

Tissue Kit: Invitek

TOPO TA Cloning® Kit mit pCR® 2.1 TOPO®: Invitrogen
Tween20: Merck

UTW 8 Tube Stripes Finnzymes

Vortexer: Janke & Kunkel

Zentrifuge: Heraeus Biofuge pico 13000

3.4 Methoden

3.4.1 Probengewinnung

Proben von Mekonium und Stuhl wurden durch das Pflegepersonal der Intensivstation
bzw. der Station Moro aus der Windel der Frithgeborenen mit einem kleinen, zum
Probenset gehdrenden Loffel entnommen und in ein Stuhlréhrchen gegeben.
Trachealsekret wurde wihrend der routinemiflig durchgefiihrten Bronchialpflege bei
beatmeten Kindern entnommen, indem es aus dem Auffangbehilter in ein
Sputumréhrchen transferiert wurde. AnschlieBend wurden die Proben bis zur Abholung

im Kiihlschrank bei 8°C aufbewabhrt.
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3.4.2 Verarbeitung der Proben

Jeweils 1g Mekonium oder Stuhl wurden jeweils mit Iml NaCl 0,9% versetzt und fiir
eine Minute - bei Mekonium drei Minuten — gevortext, um das Gemisch zu homo-
genisieren.

AnschlieBend wurden jeweils 10ul der Proben mit einer sterilen Ose auf Blut-,
MacConkey- und Schaedler-Agar fraktioniert ausgestrichen.

Zur molekularen Diagnostik wurde homogenisiertes Mekonium oder Stuhl mit dem
Qiagen Mini-Stoolkit nach Anweisung des Herstellers extrahiert. Von dem erhaltenen
Extrakt wurden 5pl in c-Mastermix (Primer 933F/1407R) eingesetzt und amplifiziert.
Nach der PCR wurde das Amplifikat auf ein Agarosegel zur Gelelektrophorese
aufgetragen. Anschlieend wurden die Amplifikate mit der DHPLC analysiert.

Der Blut- und MacConkeyagar wurde 24h bei 37°C unter aeroben Bedingungen und 5%
CO; bebriitet. Die Kulturen von MacConkey wurden biochemisch weiter differenziert.
Bakterienkulturen auf den Blutagarplatten wurden, soweit mdglich, phéinotypisch
bestimmt, anschlieBend biochemisch weiter differenziert. Die Resistenzbestimmung
wurde dariiber hinaus vereinzelt zur weiteren Differenzierung zwischen Enterococcus
faecium und Enterococcus faecalis herangezogen. Bei Unklarheit oder ungenauem
Ergebnis wurde zur Differenzierung Molekulardiagnostik eingesetzt, d.h. Extraktion,
Amplifikation, Sequenzierung und Bioinformatik.

Schaedleragar wurde 10 Tage unter anaeroben Bedingungen bei 37°C mit 5% CO;
bebriitet. AnschlieBend wurde aufgrund der rasenartigen Keimverteilung mit einer Ose
Mischkulturen entnommen, mit KOH-Lyse extrahiert, amplifiziert und mit
PCR/DHPLC analysiert. In FEinzelfillen wurden einzelne Bakterienkolonien
molekulardiagnostisch tiber Extraktion, Amplifikation mit P9-Primer (101F/1110R) und

Sequenzierung identifiziert, besonders bei kulturpositivem Mekonium.

Trachealsekret wurde mit einer 10ul Ose auf Kochblut-, MacConkey- und Schaedler-
Agar fraktioniert ausgestrichen und unter denselben Bedingungen wie Stuhl bebriitet.
Die Vorgehensweise bei Bakterienwachstum entsprach der von Stuhl und Mekonium.

Zur molekularen Untersuchung wurde das Trachealsekret in ein 1,5ml-Eppendorfgefaf3

{iberfiihrt, 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und anschlieBend 250ul Uberstand
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entnommen. Dieser wurde mit KOH-Lyse extrahiert, mit c-Primer amplifiziert und mit

PCR/DHPLC analysiert.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Vorgehensweise fiir Mekonium- und Stuhlproben
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Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Vorgehensweise fiir Trachealsekret
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3.4.3 Molekulare Identifikation

Wie bereits beschrieben, wurde fiir die vorliegende Doktorarbeit die 16S rDNA aus der
kleinen ribosomalen Untereinheit der Bakterien verwendet. Die V6-V8 Region der 16S-
rDNA, die eine Region mit 54% hochkonservierten und 46% hypervariablen Sequenzen
umfasst, wurde bereits fiir die PCR/DHPLC als geeigneter Bereich zur Untersuchung
polymikrobieller Gemeinschaften ausgewahlt @*. Fiir die Amplifikation der Proben, die
fiir die PCR/DHPLC vorgesehen waren, wurde das c-Primerpaar (933F/1407R)
gewdhlt, welches bereits von Domann et al. verwendet wurde. Das in der hiesigen
Routinediagnostik  gebrduchliche Primerpaar P9 (101F/1110R) wurde zur
Sequenzierung von DNA aus Bakterienkolonien eingesetzt, um angeziichtete Bakterien
bestimmen zu konnen. Fiir die PCR wurden jeweils Sul der DNA-Extrakte flir die
konventionelle Technik verwendet, 4ul fiir den piko® Thermal Cycler. Mit dem piko®
Thermal Cycler wurden aufgrund der groBeren Sensitivitdt sowohl die Mekonium-
proben als auch einzelne Trachealsekrete amplifiziert, wenn die konventionelle PCR
kein Ergebnis zeigte. Bei der konventionellen PCR wurden iiblicherweise 25 Zyklen
durchgefiihrt, fiir die Amplifizierung der einzelnen Fraktionen nach Sammellauf der
DHPLC (s.u.) 30 Zyklen. Als Positivkontrolle wurde fiir beide PCR-Methoden ein
DNA-Extrakt (KOH-Lyse) aus E.coli verwendet, als Negativkontrolle sterilisiertes
destilliertes Wasser. Fiir die nach der Amplifikation durchgefiihrte Gelelektrophorese
wurde S5ul DNA-Marker eingesetzt. Ferner wurden pro Sul aufgetragenem Amplifikat
Sul  Auftragspuffer zugegeben und die Elektrophorese fiir 1 Stunde bei 150V
durchgefiihrt.

Alle Proben aus Originalmaterial (Mekonium, Stuhl und Trachealsekret) wurden mit der
PCR/DHPLC analysiert. Dazu kamen die Mischkulturen von Schaedleragar.

Ausgewihlte Proben wurden in einem zweiten Durchlauf fraktioniert gesammelt (s.u.).

Zur Auswertung der Sequenzierergebnisse wurde die Datenbank des National Center
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) verwendet. Dazu wurden
die vom MegaBACE oder AGOWA ausgegebenen Sequenzen mit dem Programm
SeqMan (DNA-Star Inc., Madison, Wisconsin USA) ausgewihlt und auf obiger Seite
eingegeben, anschliefend iliber den Algorithmus ,,Blastn* und der Qualitét ,,Megablast*
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mit der Datenbank verglichen. Das Programm gibt den Prozentsatz der Uber-
einstimmung zwischen der Vorlage und der DNA aus der Datenbank an. Fiir die
vorliegende Arbeit wurden nur die Blastergebnisse gewertet, die eine Ubereinstimmung
mit der Datenbank-DNA von mindestens 96% zeigten. Lagen mehrere Bakterienspezies
mit demselben Prozentsatz an Ubereinstimmung und demselben Score vor, wurde auf
die Bakteriengattung zuriickgegriffen. Zur weiteren Uberpriifung bei unklaren

Ergebnissen wurde die Datenbank von sepsiblast® verwendet (www.sepsitest-blast.de).

3.4.4 Klonierung

Das erste untersuchte Mekonium zeigte nach herkommlicher PCR (PCR-Programm s.
Abb. 3.2) eine schwache Bande in der Gelelektrophorese, erzeugte jedoch in der
DHPLC keinen Peak. Unter der Annahme, dass die DNA-Konzentration unterhalb der
Nachweisgrenze liegen konnte, wurde zur Vermehrung des Amplifikats eine

Klonierung mit dem TOPO® TA Cloning® Kit mit pCR 2.1-TOPO® durchgefiihrt.

Hierzu wurden 2ul Amplifikat nach Angaben des Herstellers verarbeitet. Wéhrend
dieses mehrschrittigen Prozesses wurde das Amplifikat in das Plasmid eingebaut und
anschlieBend das Plasmid von chemisch kompetenten INVaF‘ E.coli-Bakterien
(Invitrogen) aufgenommen (Transformation). Nach einer einstiindigen Inkubationsphase
in SOC-Medium bei 37°C, bei der sich die Bakterien vermehrten, wurden diese auf LB-
Agarplatten mit dem Indikator X-Gal und 100ng/ml Ampicillin ausgestrichen und iiber
Nacht im Brutschrank aufbewahrt. Das Plasmid (Vektor) enthilt eine Ampicillin-
Resistenz, d.h. auf der Agarplatte konnten nur Bakterien wachsen, die das Plasmid
aufgenommen haben. Dariiberhinaus sitzt die Insertbindungsstelle des Amplifikats im
Bereich des B-Galaktosidase-Gens, d.h. bei Insertion des Amplifikats in das Plasmid
wird die Produktion des kodierten Enzyms gestort. Der Indikator X-Gal ermoglicht den
Nachweis einer stattgefundenen Insertion iiber eine Férbung: Der Indikator férbt sich
bei einer Spaltung durch 3-Galaktosidase blau, d.h. nur die farblosen Kolonien enthalten
das Amplifikat. Es wurden insgesamt 12 angeziichtete Klone mit dem Primerpaar
M100/M101 amplifiziert (PCR-Programm s. Abb. 3.2). Drei Klone zeigten in der

anschlieenden Gelelektrophorese deutliche Banden, einer von ihnen wurde mit der
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NucleoSpin® Plasmid-Isolierung nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und

sequenziert.

Primerpaar M100/M101 (entsprechend M13 F u. R von invitrogen):
M100 (F): 5°- GTA AAA ACG ACG GCCAG-3’
M101 (R): 5°- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3¢

3.4.5 PCR/DHPLC

Die WAVE®-Technologie von Transgenomic wurde urspriinglich fiir die sequenz-
abhidngige DNA-Fragment- sowie zur Mutationsanalyse entwickelt. DNA-Fragmente
werden der Sequenz nach vollautomatisch getrennt. Prinzipiell handelt es sich um eine
»denaturing high-performance liquid chromatography* (DHPLC), genauer um eine
»lon-pair reverse-phase liquid chromatography* (IP-RP-HPLC). In Zusammenarbeit mit
Transgenomic wurde am Institut fiir Mikrobiologie in Gieen das Programm fiir Mu-
tationsanalyse so modifiziert, dass man kulturunabhingig polymikrobielle Gemein-
schaften nachweisen kann, indem man bakterielle DNA-Fragmente gleicher Lénge

sequenzabhingig trennt .

Wie bereits erwéhnt, handelt es sich um eine DHPLC mit einer fliissigen Phase aus
Puffer A und Puffer B, sowie einer festen Phase, der Saule. Die Proben werden in einen
Puffer-Gradienten aufgenommen und iiber die Séule geleitet, in der konstante
Temperaturbedingungen herrschen. Puffer A besteht aus 0,1M Triethylammoniumacetat
(TEAA), einem Briickenmolekiil zwischen DNA und Séule (s.u.). Bei Puffer B handelt
es sich um ein Gemisch aus 0,1M TEAA und 25% Acetonitril, welches fiir die Elution
der DNA von der Sdule genutzt wird. Bevor eine Analyse durchgefiihrt wird, muss die
Saule mit Puffer C (25% H,O, 75% Acetonitril) gewaschen werden, um eventuell noch

vorhandene DNA-Reste zu eliminieren.

Die Sidule besteht aus non-porous poly (styrene-divinylbenzene) copolymers. Durch den
kleinen Durchmesser der einzelnen Partikel (2,1 +/- 0,12um) besitzt die Sdule eine
insgesamt sehr grosse Oberfldche, die eine schnelle Auftrennung garantiert.

Bei der Auftrennung der DNA macht man sich die Tatsache zunutze, dass DNA eine

negative Ladung besitzt, wihrend sich die Sdule elektrisch neutral verhdlt. Die DNA
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kann also nur iiber TEAA an die Sdule gebunden werden, durch Acetonitril wird diese

Bindung gelost.

Abb. 3.6: Molekulares Funktionsprinzip der WAVE®-Technologie. Das TEAA-Molekiil stellt eine

Verbindung zwischen der negativ geladenen DNA und der neutralen Séule her (Quelle: Transgenomic)

Ein weiterer Aspekt, der zur Auftrennung genutzt wird, ist die Tatsache, dass GC-reiche
DNA friiher eluiert, was man sich fiir die Auftrennung gleich langer DNA-Fragmente
nach der Sequenz zunutze machen kann. Das Ergebnis erscheint anschlieBend als
Chromatogramm, mit der Retentionszeit auf der x-Achse und der Absorption in mV auf

der y-Achse, entsprechend der DNA-Menge.
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Abb. 3.7: Beispiel eines Chromatogramms, auf der x-Achse wird die Retentionszeit, auf der y-Achse die

Absorption in mV, entsprechend der DNA-Menge, angezeigt.

Fir die vorliegende Arbeit wurde der fiir die Analyse von polymikrobiellen
Gemeinschaften entwickelte Puffergradient ,,mixed species 1st60 new™ und die
optimale Ofentemperatur von 62°C verwendet **. Das Injektionsvolumen betrug 20pl.

Zunichst wurde die Sdule mit Puffer C gewaschen, wobei DNA-Reste entfernt wurden.
Die Proben wurden in eine 96well Platte pipettiert und in den kiihlenden Autosampler

gestellt. Die Proben wurden einzeln aufgenommen und iiber die Saule gespiilt, wobei
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sie durch Puffer A gebunden wurden. Anschlieend stieg die Konzentration von Puffer
B zunehmend an, und die DNA wurde je nach Festigkeit der Bindung an die Séule
heruntergespiilt. Mit einer UV-Lampe wurde die Absorption des Eluats bestimmt und
die Daten an den angeschlossenen Computer gesendet, der daraus ein Chromatogramm
erstellte. Dieses besteht aus einem initialen hohen und breiten Elutionspeak, der in der

¢ @4

Phase der Auswaschung der Chromatographiesdule entsteh , sowie den an-

schlieBenden Peaks aus bakterieller DNA.

Autosampler e e

PRSI ied

PUﬁCr

Abb. 3.8: Komponenten der DHPLC. Gezeigt werden UV-Detektor, Saule, Ofen, Autosampler,

Kiihleinheit
Hochdruck-
Pumpce

Kiihleinheit, Hochdruckpumpe, Probensammler und Puffer.

Um die DNA der einzelnen Peaks zu trennen und einem bestimmten Bakterium
zuzuordnen, wurde in einem zweiten Durchlauf derselben Probe (Sammellauf) das Eluat
wihrend der Eluierung der DNA von der Sdule in festgelegten Schritten in einer 96-well
Platte aufgefangen. Hierzu wurden am Computer anhand des bereits vorliegenden
Chromatogramms Anzahl und Breite der Sammelschritte entlang der x-Achse fest-

gelegt, so dass die einzelnen Peaks moglichst in separaten Wells aufgefangen wurden.
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Abb. 3.9: Beispiel fiir die Einteilung eines Chromatogramms fiir eine Auftrennung (Sammellauf). Gezeigt
ist ein Chromatogramm mit der Retentionszeit auf der x-Achse und der Absorption in mV auf der y-
Achse, das in 30s-Schritte eingeteilt wurde. Dabei wird jeder markierte Abschnitt in einem neuen Well

aufgefangen.
Anschliefend wurden die einzelnen Fraktionen in den Wells erneut amplifiziert und
sequenziert. Uber die bioinformatorische Analyse konnten die Peaks einer Bakterien-

gattung oder —spezies zugeordnet werden.

3.5 Extraktion von DNA aus Mekonium

Zum Nachweis der Eignung des Qiagen Stool Kit® fiir die DNA-Extraktion aus
Mekonium wurde dieses gegen DNeasy Tissue Kit® getestet. Dazu wurde eine
Mekoniumprobe mit E. coli beimpft und mit beiden Methoden wurde die bakterielle
DNA gemif Protokoll der Hersteller aus dem Mekonium extrahiert und amplifiziert.
Die Eignung der Methode zeigte sich in der Gelelektrophorese sowie einer DNA-

Konzentrationsmessung mit dem NanoDrop®.

3.6 Standardkurven fiir PCR/DHPLC mit konventioneller PCR und
Piko” Thermal Cycler

Die Standardkurven fiir die PCR/DHPLC in Verbindung sowohl mit dem konven-
tionellen, hier verwendeten PCR-Gerit und dem Piko® Thermal Cycler lagen bereits aus
fritheren Untersuchungen im Institut vor. Dabei zeigte die PCR/DHPLC mit konven-
tioneller PCR eine Nachweisgrenze von ca. 9.000 CFU/ml im Ausgangsmaterial, in

Verbindung mit dem Piko® Thermal Cycler eine Nachweisgrenze von ca. 5-10 CFU/ml
(24, 84)

3.7 Statistische Methoden

Die Berechnungen der Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfehler wurden

mit Microsoft Excel® 2007 durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Extraktion von DNA aus Mekonium

Aufgrund der zdhen Konsistenz von Mekonium wurden zur Wahl der geeigneten
Extraktionsmethode zundchst Qiagen Mini Stool Kit® und DNeasy Tissue Kit®
miteinander verglichen, im Hinblick auf die Kriterien DNA-Konzentration nach PCR
sowie Amplitude in der DHPLC (s. 3.5). In der Gelelektrophorese war das Signal des
Amplifikats aus dem Stool Kit stirker als das aus dem Tissue Kit. Auch die Messung
der DNA-Konzentration in den Amplifikaten mittels NanoDrop© zeigte im Amplifikat
aus dem Stool Kit eine hohere DNA-Konzentration. Dasselbe Amplifikat zeigte im

Vergleich in der DHPLC eine doppelt so hohe Amplitude wie das aus Tissue Kit.

Tabelle 4.1: Gegeniiberstellung der mit dem NanoDrop® gemessenen DNA-Konzentration. Gezeigt sind
DNA-Konzentration und Reinheitsgrad der PCR-Produkte beider Untersuchungsreihen, gemessen mit
dem NanoDrop. Das PCR-Produkt, das mit Stool Kit extrahiert wurde, zeigte eine hohere DNA-

Konzentration bei vergleichbarer Reinheit.

Qiagen Mini Stool Kit DNeasy Tissue Kit
DNA-Konzentration 107ng/ul 95,5ng/ul
Reinheitsgrad OD 260/280 1,91 1,93
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Abb. 4.1: Darstellung zur Eignung der Extraktionsmethode von Mekonium mittels DHPLC. Links nach
DNA-Extraktion mit Qiagen Mini Stool Kit®, rechts mit DNeasy Tissue Kit®

40



Ergebnisse

4.2 Untersuchung von Trachealsekret

Von 25 Kindern waren insgesamt 16 beatmet, von 12 Kindern lag Trachealsekret vor.
Von Kind 9 und 10 wurde tdglich Trachealsekret iiber neun und sieben Tage
gesammelt, von den iibrigen zehn Kindern lag vereinzelt Material vor. Die meisten
Proben stammten vom zweiten und dritten Lebenstag. Die durchschnittliche
Beatmungsdauer betrug 7,2 Tage (= 5,98 Tage), bei zwei Kindern war die genaue
Beatmungsdauer nicht bekannt. Im Durchschnitt wurden pro Kind 2,75 Proben (+ 2,63)
gesammelt, insgesamt lagen 33 Proben vor. Bei 23 Kindern (92%) lag ein
Atemnotsyndrom vor, wovon 57% Grad III oder hoher erreichten. Nur bei einem Kind
(Kind Nr. 9) lag ein Atemnotsyndrom IV° vor. Sechs der insgesamt 25 Kinder
entwickelten eine bronchopulmonére Dysplasie, wobei deren Gestationsalter unterhalb

von 29+0 Wochen lag.

30%
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=
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Lebenstag

Abb. 4.2: Relative Anzahl der vorliegenden Trachealsekrete. Gezeigt wird die relative Anzahl der
Trachealsekrete an den einzelnen Lebenstagen. Auf der x-Achse befinden sich die Lebenstage, auf der y-

Achse die relative Anzahl der Proben in %, bezogen auf 12 beatmete Kinder.

Bei einem Kind (Kind Nr. 9, Probe 1) wuchsen einzelne Bakterienkolonien auf
Schaedleragar. Uber eine Sequenzierung wurden die Bakterienkulturen als Bacillus sp.
identifiziert. Zusétzlich wurde mit den DNA-Extrakten aus den einzelnen Bakterien-
kolonien eine PCR mit c-Mastermix durchgefiihrt, die Amplifikate mit der DHPLC

analysiert und anschlieBend sequenziert.
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Alle DNA-Extrakte aus Trachealsekret wurden mit PCR amplifiziert, wobei sich bei
vier kulturnegativen Proben ein Signal in der Gelelektrophorese zeigte. Bei drei Proben
(Kind Nr. 8, Probe 1; Kind 10, Probe 3; Kind Nr. 17, Probe 2) waren diese schwach
ausgepragt, die dritte (Kind Nr. 22, Probe 1) trat deutlicher hervor. Die beiden erst-
genannten Proben wiesen in der DHPLC niedrigamplitudige Peaks auf (Amplitude
<1mV), die dritte Probe hingegen zeigte Peaks mittlerer Amplitude.

Von dem kulturpositiven Trachealsekret (Kind Nr. 9, Probe 1) sowie von drei kultur-
negativen Proben mit Generierung eines Peaks in der DHPLC (Kind Nr. 8, Probe 1;
Kind 10, Probe 3und Kind Nr. 22, Probe 1) wurden Sammelldufe mit der DHPLC
durch-gefiihrt.

Insgesamt stammten alle vier Proben aus den ersten drei Lebenstagen, davon eine vom
Tag der Geburt (Kind Nr. 9, Probe 1), zwei vom zweiten Tag (Kind Nr. 8, Probe 1 und
Kind Nr. 22, Probe 1) und eine vom dritten Tag (Kind Nr. 10, Probe 3). Kind Nr. 9 und
Nr. 10 (Zwillinge) erhielten zum Zeitpunkt der Probenentnahme Ampicillin, Cefotaxim
und Gentamycin. Kind Nr. 8 wurde mit Ampicillin, Cefotaxim und Refobacin
behandelt, Kind Nr. 22 erhielt Ampicillin und Cefotaxim. Bei allen vier Kindern lag ein
Atemnotsyndrom II° oder hoher vor, Kind Nr. 9 war das einzige aller 25 Kinder mit

Atemnotsyndrom IV°.

Bei Kind Nr. 9, Probe 1 stimmte das Sequenzierergebnis aus der DHPLC mit dem aus
der kulturellen Anzucht iiberein, bzw. grenzte es noch genauer ein. Die DNA konnte
damit einer Bakterienspezies zugeordnet werden (Bacillus cereus). Bei Kind Nr. 8
konnte mit der DHPLC Fusobacterium nucleatum nachgewiesen werden, bei Kind 10
Bacillus sp. und bei Kind 22 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus. Insgesamt

fanden sich bei allen vier Proben keine Hinweise fiir eine Mischkultur.
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Abb. 4.3: Ubersicht iiber die Sequenzierergebnisse der DHPLC-Peaks von Trachealsekreten. Dargestellt
sind die Peaks mit dem jeweiligen Sequenzierergebnis der Kinder Nr. 9, Nr. 10, Nr. 22 und Nr. 8.

Insgesamt lassen sich die Ergebnisse in der Zusammenfassung wie folgt darstellen:

Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die im Trachealsekret nachgewiesenen Bakterien.

Kind/Probe nachgewiesenes Bakterium
Kind 8, Probe 1 Fusobacterium nucleatum
Kind 9, Probe 1 Bacillus cereus

Kind 10, Probe 3 Bacillus sp.

Kind 22, Probe 1 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus
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Abb. 4.4: Gesamtiibersicht iiber die Ergebnisse der Untersuchungen von Trachealsekret
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4.3 Untersuchung von Mekonium

4.3.1 Wachstum auf Agarplatten

Fiir 18 von 25 Kindern lag Mekonium vor (72%), welches im Durchschnitt 3,3 Tage +
2,8 nach Entbindung abgesetzt wurde. Bei fiinf von 18 dieser Kinder kam es zu einem
Wachstum von Bakterien auf Agarplatten (28%). Das Jiingste dieser fiinf Kinder wurde
mit einem Gestationsalter von 28+4 Wochen, das Alteste mit 31+1 Wochen geboren, im
Mittel lag das Gestationsalter bei 29+3 Wochen (= 1 Woche + 0,5 Tage). Das
Geburtsgewicht betrug im Durchschnitt 1542g + 268,6g. Das Mekonium wurde
zwischen dem zweiten und dritten Lebenstag abgesetzt. Die Analyse der Keime erfolgte

iber eine DNA-Extraktion mit KOH-Lyse, PCR mit P9-Primer und Sequenzierung.

Folgende Keime konnten auf den Kontrollplatten dieser fiinf Kinder mit jeweils 1-3

Kolonien angeziichtet werden:

Kind Nr. 6 wies auf einer Schaedler-Platte Enterococcus faecalis und Enterobacter sp.
auf. Klinisch lag der Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom vor, das Kind erhielt
Cefotaxim und Gentamycin ab dem Tag der Geburt fiir zwei Tage, anschlieend
Ampicillin. Bei der Mutter wurde fiinf Tage vor der Geburt Enterococcus faecalis im

Zer-vikalabstrich nachgewiesen.

Im Mekonium-Ausstrich von Kind Nr. 7 wuchs auf einer Schaedler-Platte
Propionibacterium acnes. Antibiotisch wurde es mit Ampicillin und Gentamycin ab

dem Tag der Geburt fiir sechs Tage behandelt.

Bei Kind Nr. 9 wuchs auf einer Blutagar-Platte Achromobacter xylosoxidans. Es lag
auBlerdem eine konnatale Sepsis bei Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom vor, die
Blutkulturen waren negativ. Das Kind erhielt Ampicillin, Gentamycin und Cefotaxim
ab dem Tag der Geburt intravends. Es handelte sich um einen Zwilling, bei dem Bruder

(Kind Nr.10) war das Mekonium kulturnegativ.
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Bei Kind Nr. 11 lagen im Mekonium Bacillus licheniformis und Paenibacillus lactis
vor, sowohl auf einer Blutagar-Platte (Bacillus) und einer Schaedler-Platte (beide).
Ampicillin und Gentamycin wurden dem Kind bis zwei Tage nach Geburt intravends
verabreicht, es lag der Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom vor. Die Blutkultur
war negativ. Bei dem Kind handelte es sich um einen Drilling (dreieiig), aus dem
Mekonium des einen Kindes (Kind Nr. 12) lieB3 sich kein Keim anziichten, von dem

anderen Kind (Kind Nr. 13) lag kein Mekonium vor.

Bei Kind Nr.16 wuchs Enterococcus faecium auf einer Schaedler-Platte. Das Kind
erhielt bis drei Tage nach der Geburt Ampicillin und Gentamycin intravends. Die Blut-

kultur war negativ.

Bei den Kindern Nr.6 und Nr.16 lie sich in spiteren Stuhlproben ebenfalls Entero-
coccus sp. nachweisen, bei den iibrigen Kindern traten die aus dem Mekonium ange-

zuchteten Keime im Verlauf nicht mehr auf.

Tabelle 4.3: Ubersicht der aus Mekonium angeziichteten Bakterien. Dargestellt sind die auf Agarplatten

angeziichteten Bakterien aus Mekonium.

Kind angeziichtetes Bakterium
Nr.
6 Enterobacter sp., Enterococcus faecalis
7 Propionibacterium acnes
9 Achromobacter xylosoxidans
11 Bacillus licheniformis, Paenibacillus lactis
16 Enterococcus faecium

4.3.2 Analyse von Mekonium durch PCR und PCR/DHPLC

Von jedem Mekonium wurde nach DNA-Extraktion mit Qiagen Mini Stool Kit® eine
zweiphasige PCR mit dem c-Primerpaar durchgefiihrt. Bei 12 von 18 Mekoniumproben
zeigten sich schwache Signale in der Gelelektrophorese, darunter vier kulturpositive
Proben. In der DHPLC war mit keinem der 18 Amplifikate ein Peak generierbar, so
dass unter der Annahme einer zu niedrigen DNA-Konzentration sowohl eine Reampli-
fizierung als auch eine Erhohung des Injektionsvolumens versucht wurden, die beide

nicht zum Auftreten eines Peaks fiihrten. Mit dem Amplifikat von Kind Nr. 3 wurde die
46



Ergebnisse

enthaltene DNA durch eine Klonierung vervielféltigt, wodurch sich schlieBlich ein Peak
in der DHPLC generieren lieB. Dieser konnte dem Bakterium Leuconostoc citreum zu-

geordnet werden.

Das Ergebnis bestitigte, dass die Konzentration der DNA in den Amplifikaten zu
niedrig war, um einen Peak in der DHPLC zu erzeugen. Daher wurde fiir die
Untersuchung von Mekonium auf die sensitivere und leistungsstirkere PCR mit dem
piko® Thermal Cycler zuriickgegriffen. Alle Mekoniumextrakte wurden erneut mithilfe
des piko® Thermal Cycler amplifiziert und es zeigten sich bereits in der Gelelektro-
phorese stirkere Signale als mit der konventionellen PCR-Methode. Die Amplifikate
wurden anschlieend mithilfe der DHPLC untersucht und es traten in allen Proben

Peaks auf.

Von allen fiinf kulturpositiven Proben wurden Sammelldufe durchgefiihrt, um die
Ergebnisse mit denen aus der kulturellen Anzucht vergleichen zu konnen. Dariiber
hinaus wurden exemplarisch drei kulturnegative Proben mit einem Sammellauf niher
untersucht. Dazu wurden alle acht Proben jeweils fraktioniert auf einer 96-Well Platte

aufgefangen und die einzelnen Vials anschlieBend sequenziert.

Bei allen Proben lieen sich Laktokokken und Streptokokken nachweisen, dariiber
hinaus fanden sich Fusobacterium nucleatum, Enterobacter cloacae und Escherichia
sp. (siehe Abb. 4.5). Die Ergebnisse aus den kulturpositiven Proben stimmten nicht mit
denen aus den angeziichteten Bakterienkulturen iiberein, sondern ergéinzten das Keim-

spektrum.
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Abb. 4.5: Ubersicht iiber die Sequenzierergebnisse der DHPLC-Peaks von Mekonium nach PCR mit dem
piko® Thermal Cycler. Dargestellt sind die Peaks mit dem jeweiligen Sequenzierergebnis der Kinder Nr.
3,6,7,8,9,11, 16 und 22.

War nach Ausstrich des Mekoniums Bakterienwachstum auf Schaedleragar vorhanden —
wie bei vier Proben der Fall — wurde direkt aus den Bakterienkulturen eine DNA-
Extraktion mit KOH-Lyse, anschlieBender PCR mit c-Primerpaar und eine Unter-
suchung mit DHPLC durchgefiihrt. Die DNA aus drei der vier Proben wurde iiber einen
DHPLC-Sammellauf aufgefangen, aufgetrennt und bestimmt. Dabei ergaben sich fiir
Kind 7 und 16 jeweils Propionibacterium acnes und fir Kind 11 Bacillus licheniformis.
Die Ergebnisse aus dem Sammellauf stimmten bei Kind 7 und Kind 11 mit denen aus

der kulturellen Anzucht uberein.
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Abb. 4.6: Ubersicht iiber die Sequenzierergebnisse der DHPLC-Peaks der Bakterienkulturen von
Schaedleragar. Dargestellt sind die Peaks mit dem jeweiligen Sequenzierergebnis der Kinder Nr. 7, 11

und 16.
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Insgesamt ergaben sich fiir den Nachweis von Bakterien aus Mekonium folgende

Ergebnisse:
&
keine Mekonium- Mekoniumprobe (18/26) |
probe (7/25) 7
DNA-Extraktion m.
Ausstrich auf Qiaaen Stool Kit®
Agarplatten
PCR

kulturpositiv
R/18

kulturnegativ
13/18

¥

DNA-Extraktion Sammlung u.
m. KOH-Lyse Sequenzierung
PCR m. PCR m.
P9-Primer c-Primer

[ Sequenzierung J DHPLC

Sammlung u.

Sequenzierung
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4.3.3 Mikrobiom aus Mekonium der Friihgeborenen

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber das Mikrobiom der Frithgeborenen aus Untersuchungen von Mekonium

Kind nachgewiesene Bakterien

3 Leuconostoc citreum
Lactococcus lactis
Lactocccus sp.

Streptococcus sp.

6 Enterococcus faecalis
Enterobacter sp.
Lactococcus lactis

Streptococcus sp.

7 Propionibacterium acnes
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis

Streptococcus sp.

8 Fusobacterium nucleatum
Lactococcus lactis

Streptococcus sp.

9 Achromobacter xylosoxidans
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis

Streptococcus sp.

11 Bacillus licheniformis
Paenibacillus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis

Streptococcus sp.

16 Enterococcus faecium
Propionibacterium acnes
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis

Streptococcus sp.

22 Escherichia sp.
Streptococcus sp.
Lactococcus lactis

Enterobacter cloacae subsp. dissolvens
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4.4 Untersuchung von Stuhl

Wochentlich wurde pro Kind mindestens ein Stuhl bis zu dessen Entlassung untersucht.
Die meisten Stuhlproben lagen fiir die Woche zwei bis sechs nach Geburt vor, jeweils
iiber zehn Proben pro Woche. Insgesamt wurden 112 Stuhlproben gesammelt, im
Durchschnitt 4,5 £ 2,8 pro Kind. Keines der 25 Kinder erhielt die Diagnose einer

nekrotisierenden Enterocolitis.

Von allen Stuhlproben wurden eine PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese und

eine DHPLC durchgefiihrt, ebenso von Subkulturen der 99 Schaedlerplatten.

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

relative Haufigkeit

0,2

0,1

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1S 20 21 22 23

Lebenswochen

Abb. 4.8: Relative Anzahl der vorliegenden Stuhlproben pro Lebenswoche ab der Geburt, jeweils

bezogen auf 25 Kinder, unter Ausschlul von Mekonium

4.4.1 Analyse des Bakterienwachstums auf den Kontrollplatten

Insgesamt waren bei 101 von 112 Stuhlproben Bakterien kulturell anziichtbar. Die Iden-
tifikation der Bakterien auf den Agarplatten erfolgte rein qualitativ. Bei der Auswertung
der Kontrollplatten zeigte sich, dass in der ersten Woche bei einem Drittel der Kinder
noch kein Bakterienwachstum auf den Agarplatten vorlag. Ab der dritten Woche
konnten bei allen Kindern bis auf eine Ausnahme Bakterien gefunden werden, ab der
sechsten Lebenswoche waren alle Agarplatten bewachsen. Bei Kind Nr. 15 konnte erst

ab der sechsten Woche Bakterienwachstum nachgewiesen werden. Fiir die Auswertung
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der Keimbesiedelung wurden in Tabelle 4.5 die ersten zehn Lebenswochen heran-

gezogen, da fiir diese Zeit die meisten Proben vorlagen.

Tabelle 4.5: Relative Haufigkeit der angeziichteten Bakterien im Stuhl. Die Haufigkeit ist bezogen auf die
Anzahl der in der jeweiligen Woche vorliegenden Stiihle (=n), Darstellung der ersten zehn

Lebenswochen, Angaben in Prozent.

Woche postnatal 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Anzahl Stiihle (n) 3 11 11 15 11 14 8 5 7 3
kein Wachstum 33 36 9 7 9 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis 0 25 27 53 55 50 25 20 57 0
Enterococcus faecium 0 8 18 20 9 21 38 0 29 33
Staphylococcus sp. 0 18 18 13 9 0 0 20 0 0
Bacillus licheniformis 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0
Anaerobier unspez. 67 55 82 87 91 100 | 100 | 100 | 100 | 100
(Schaedler-Agar)
Enterobacter aerogenes 0 8 0 7 0 0 0 0 0 0
Enterobacter cloacae 0 0 18 27 27 36 13 40 29 67
Escherichia coli 0 0 18 13 27 57 63 40 57 33
Kebsiella. oxytoca 33 8 0 0 0 14 0 0 0 0
Klebsiella pneumoniae 33 8 0 7 9 14 13 0 14 0
Klebsiella planticola 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0
Citrobacter sp. 0 8 9 20 9 21 0 0 0 0
Pantoea agglomerans 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0
Kluyvera cryocrescens 0 0 9 7 9 0 13 0 0 0

Anaerobier waren ab der ersten Woche bei Uiber der Hilfte der Kinder vorhanden. Ab
der sechsten Woche nach Geburt war bei allen Kindern auf den Schaedlerplatten ein

Wachstum zu verzeichnen.

Enterococcus sp. lieB3 sich ab der zweiten Woche nach Geburt nachweisen, dabei war
Enterococcus faecalis insgesamt sehr viel hdufiger vertreten als Enterococcus faecium.
In den ersten Lebenswochen war hdufiger Enterococcus faecalis vertreten, ab der 15.
Lebenswoche trat Enterococcus faecium ofter auf. Insgesamt wuchs Enterococcus sp.

bei 54% der untersuchten Stuhlproben.
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Abb. 4.9: Relative Haufigkeit der angeziichteten Enterokokken. Dargestellt ist die relative Haufigkeit von
Enterococcus sp. bezogen auf die jeweils vorliegende Anzahl der Stuhlproben pro Lebenswoche. Die x-

Achse zeigt die Lebenswochen an, die y-Achse die relative Haufigkeit in %.

Staphylococcus sp. trat vor allem von der zweiten bis zur fiinften Lebenswoche auf,
auflerdem bei einem von fiinf Kindern in der achten Woche, insgesamt bei 9% der
untersuchten Stuhlproben. Bei zwei Kindern kam es zu einem Wachstum von
Staphylococcus sp. in mehreren Stuhlproben im Verlauf, in den {ibrigen Fillen trat diese
Bakteriengattung vereinzelt auf. Am hiufigsten lieBen sich dabei koagulasenegative
Staphylokokken nachweisen. Ab der achten Lebenswoche traten sie nicht mehr in

Erscheinung.

Bacillus wuchs ingesamt einmal in der Stuhlmikrobiota (Kind 19) und wurde als

Bacillus licheniformis identifiziert.

Unter den Enterobacteriaceae war E. coli am haufigsten zu finden (35% aller
Stuhlproben), gefolgt von Enterobacter cloacae in 26% der Proben und Enterobacter
aerogenes in 9%. E. coli trat ab der dritten Lebenswoche erstmals auf, Enterobacter sp.
war ab der zweiten Lebenswoche zu finden. Enterobacter cloacae dominierte vor allem
in den frithen Stuhlproben, wihrend zu einem spéteren Zeitpunkt — ab der 16. Woche —
hiufiger Enterobacter aerogenes gefunden wurde.

Klebsiella pneumoniae und Klebsiella oxytoca waren gleich hiufig vertreten (jeweils
9% aller Proben), wobei Klebsiella pneumoniae eher in den ersten Lebenswochen,
Klebsiella oxytoca eher spiter zu finden war. Einmalig wurde Klebsiella planticola

(Kind Nr. 6) identifiziert. Bei drei Kindern (Kinder Nr. 5, 9 und 17) kam es zu einem
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gehduften Auftreten von Klebsiella sp. iiber mehrere Stuhlproben, sonst lagen diese
sporadisch vor.

Citrobacter freundii lieB3 sich von der zweiten bis zur sechsten Woche nachweisen, in
darauffolgenden Proben nicht mehr.

Ebenso wie Pantoea agglomerans zeigte sich Kluyvera cryocrescens sporadisch, in der
dritten bis flinften sowie in der siebten und 13. Woche nach Geburt in jeweils einem
Stuhl bei unterschiedlichen Kindern.

Insgesamt war die Vielfalt an Enterobacteriaceae in den ersten sechs Lebenswochen
grofler als in spiteren Lebenswochen, zu diesem Zeitpunkt dominierten Enterobacter

aerogenes, E. coli und Klebsiella oxytoca.
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Abb. 4.10: Relative Haufigkeit der verschiedenen Enterobacteriaceae. Gezeigt werden die verschiedenen
Bakteriengattungen und —spezies der Familie Enterobacteriaceae, bezogen auf die Anzahl vorliegender
Stuhlproben in der jeweiligen Lebenswoche. Die x-Achse zeigt die Lebenswochen, die y-Achse die

relative Haufigkeit an.

Uber einen Verlauf von fiinf Lebenswochen konnte zuniichst ein Anstieg der vers-
chiedenen Bakterienspezies beobachtet werden. Danach sank die Anzahl allmihlich,

gleichzeitig lagen weniger Proben vor (s. Abbildung 4.11).

Wihrend sich fiir die Bakterienspezies ab der flinften Lebenswoche ein Abwirtstrend
zeigte, erhohte sich die tendenzielle Anzahl der vorliegenden Bakterienspezies pro Kind
iiber die Lebenswochen bis zu einem tendenziellen Plateau ab der siebten Lebens-

woche. Dies korrelierte mit der Abnahme von kulturnegativen Proben (s. Abbildung

4.12).
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Anzahl Bakterienspezies
o
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Lebenswochen

Abb. 4.11: Anzahl der gesamten gewachsenen Bakterienspezies pro Lebenswoche. In der Darstellung ist
zu sehen, wie die Anzahl der gesamten angeziichteten Bakterienspezies zundchst bis zur dritten
Lebenswoche ansteigt, dann ein Plateau erreicht, und nach der fiinften Lebenswoche wieder abfillt. Auf

der x-Achse befinden sich die Lebenswochen, auf der y-Achse die Anzahl der Bakterienspezies.

Bakterienspezies pro Kind

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Lebenswochen

Abb. 4.12: Anzahl der Bakterienspezies pro Kind. Dargestellt ist die Gesamtzahl der angeziichteten
Bakterienspezies pro Kind, bezogen auf die Lebenswochen, inklusive Standardfehler. Zu sehen ist ein
tendenzieller Anstieg der Bakterienspezies bis zur sechsten Lebenswoche, gefolgt von einem
tendenziellen Niveau bis zur zehnten Woche. Auf der x-Achse befinden sich die Lebenswochen, auf der

y-Achse die Bakterienspezies pro Kind.

4.4.2 Analyse von Stuhl mit PCR und DHPLC
4.4.2.1 Korrelation zwischen Bakterienwachstum und Auftreten eines Peaks in der

DHPLC

Es lagen insgesamt 112 DHPLC-Untersuchungen aus Stuhlproben vor, alle Proben
wurden mit PCR amplifiziert. In 78,6% der Fille trat ein Peak auf, was in 77,7% aller

Proben mit einem Bakterienwachstum auf den entsprechenden Kontrollplatten
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korrelierte. Bei 12,5% der Proben zeigte sich trotz Bakterienwachstum kein Peak in der
DHPLC. Dies trat gehduft in den ersten fiinf Lebenswochen auf. Auflerhalb dieses Zeit-
raums waren eine DHPLC ohne Generierung eines Peaks nur noch in der neunten und
der 17. Lebenswoche vorhanden. In 8,9% der Fille kam es weder zu einem
Bakterienwachstum noch zu einem Peak in der DHPLC. Insgesamt stimmte in 86,6%
der Proben das Vorhandensein bzw. Fehlen von Bakterienwachstum mit dem Auftreten

bzw. Fehlen eines Peaks tiberein.

Tabelle 4.6: Relative Ubereinstimmung von Bakterienwachstum auf Agarplatten und Auftreten eines

Peaks in der DHPLC

Peak in der DHPLC >
ja nein
Bakterienwachstum
ja 77,7% 12,5% 90,2%
auf Agarplatten

nein 0,9% 8,9% 9,8%

> 78,6% 21,4% 100%

4.4.2.2 Analyse der Peaks

Entsprechend der hohen Variabilitét der individuellen Darmmikrobiota gestaltete sich
der Verlauf der Peaks in der DHPLC intra- und interindividuell sehr unterschiedlich.
Vereinzelt auftretender Abfall der Amplitude von einer Lebenswoche zur anderen bei
einzelnen Kindern liel sich nicht in Zusammenhang mit klinischen Daten setzen, wie

z.B. Verabreichung von Antibiotika oder Nahrungsumstellung.

Insgesamt ergab sich eine Tendenz zur Zunahme der Peaks mit zunehmender Anzahl
der Lebenswochen. Da ab der zwoélften Lebenswoche die Anzahl der Proben deutlich

sank, wurden diese nicht mit in Abbildung 4.13 mit aufgenommen.

Setzt man die Anzahl der Peaks in der DHPLC und die Anzahl der angeziichteten
Bakterienspezies nebeneinander, ergibt sich bei beiden parallel eine tendenzielle Zu-
nahme iiber die Zeit (s. Abb. 4.14). Dabei fillt auf, dass sich ab der fiinften Woche nach
Geburt die Anzahl der Peaks der Anzahl der angeziichteten Bakterienspezies angleicht

bzw. diese libersteigt.
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mittlere Peakanzahl

Peakanzahl
w
—
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Woche

Abb. 4.13: Mittlere Peakanzahl im Stuhl pro Lebenswoche. Gezeigt sind die Werte mit Standardfehler,
man sieht eine tendenzielle Zunahme bis zur zwolften Lebenswoche, mit zwischenzeitlichem Abfall in
der siebten und der neunten Lebenswoche. Die x-Achse zeigt die Lebenswoche, die y-Achse die

Peakanzahl.

Anzahl peaks/Bakterienspezies

Woche

Abb. 4.14: Gegeniiberstellung der Anzahl der Peaks und der angeziichteten Bakterienspezies. Dargestellt
sind die Werte in blau= Kulturergebnis und rot= Peak-Anzahl. Auf der x-Achse befindet sich die Lebens-
woche, auf der y-Achse die Anzahl der Peaks bzw. Bakterienspezies. Insgesamt handelt es sich um eine

Zusammenfiihrung der Ergebnisse aus Abb. 4.12 und 4.13.

Zur Beurteilung der Amplitude, die fiir die DNA-Konzentration steht, wurde gemal3 der
Skalierung der y-Achse eine Einteilung in 2mV-Schritten vorgenommen, d.h. die
Auszéhlung der Amplitude wurde in Gruppen eingeteilt mit OmV, 0-2mV, 2-4mV usw.
Hoéhere Amplituden im Bereich 6-8mV bzw. 8-10mV traten erst in spdteren
Lebenswochen auf, ab der vierten bzw. ab der sechsten Lebenswoche. Am hiufigsten

fanden sich Peaks mit einer Amplitude zwischen 2mV und 4mV.
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Zusiatzlich wurde die Peakmorphologie zwischen den Mehrlingen verglichen. Dafiir
wurden Proben der Zwillingspaare/Drillinge mit iibereinstimmendem Entnahmezeit-
punkt + 2 Tage mit der Frage nach Ubereinstimmung im Aufbau der Kurven bzw.
identischen Retentionszeiten verglichen. Von den fiinf Mehrlingspaaren/Drillingen
lagen bei vier Paaren (Kinder 4+5, Kinder 9+10, Kinder 11+12+13, Kinder 21+22,
insgesamt neun Kinder) insgesamt 16 identische Entnahmezeitpunkte vor, fiir die die
Peakmorphologien beurteilt werden konnten. Fiir zwei Entnahmezeitpunkte zeigten
zwel Zwillingspaare jeweils iibereinstimmend keinen Peak (Kind Nr. 9, Probe 3 und
Kind Nr. 10, Probe 2; Kind Nr. 21, Probe 2 und Kind Nr. 22, Probe 2).

Sich dhnelnde Peakmorphologien traten bei zwei weiteren Entnahmezeitpunkten auf:
Bei Kind Nr. 9 und Nr. 10 in der fiinften Lebenswoche, bei Kind Nr. 12 und Nr. 13 in
der vierten Lebenswoche, so dass es insgesamt bei einem Viertel aller Proben von
Mehrlingen mit identischem Entnahmezeitpunkt zu iibereinstimmenden Peak-

morphologien kam.
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Abb. 4.15: Darstellung dhnlicher Peakmorphologien. Dargestellt sind Chromatogramme aus Stuhlproben

von Mehrlingen, die bei identischen Entnahmezeitpunkten Ahnlichkeiten im Verlauf zeigen. Bei
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Zwillingspaar 9+10 stammen die Proben aus der fiinften Lebenswoche, bei dem Paar 12+13 aus der

vierten Lebenswoche.

4.4.2.3 Ergebnisse der Auftrennung einzelner Peaks per DHPLC

Exemplarisch wurden bei acht Stuhlproben mithilfe der DHPLC einzelne Peaks
aufgetrennt und die einzelnen Vials sequenziert, um Mischkulturen zu identifizieren.
Die Kriterien fiir die ausgewéhlten Proben waren mehrere und deutlich voneinander ab-
grenzbare Peaks, da hier am wahrscheinlichsten eine polymikrobielle Mikrobiota
vermutet wurde. Bei der Auswertung der Sequenzierungen wurden ausschlieBlich Er-
gebnisse mit einer Datenbank-Ubereinstimmung von >96% beriicksichtigt. Im Folgen-

den sind exemplarisch vier Chromatogramme dargestellt.

Kind 1 \ Kind 2
Probe 5 ! \ Probe 3

Clostridium clostridioforme

press——

Fusobacterium nucleatum

_—
Fusobacterium sp.

Clostridium citroniae
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Veillon ella atypica
Veillonella dispar

Escherichiavulneris
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Probe 8 '
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Probe 5

Veillonella parvula
Veillonellarogosae
Enterobacter asburiae

Enterobacter sp
Yeillon ellaparvula

Enterobacter hormaechi
Cedeceadavisae
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Enterobacter hormaechi
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Abb. 4.16: Ubersicht iiber die Sequenzierergebnisse der DHPLC-Peaks von Stuhlproben. Dargestellt sind

die Peaks mit dem jeweiligen Sequenzierergebnis der Kinder Nr. 1, Nr. 2, Nr. 4, und Nr. 5.
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Tabelle 4.7 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der kulturellen Anzucht und der
DHPLC-Analyse der acht ndher untersuchten Proben. Mit der DHPLC wurden aus-
schlieBlich anaerobe Bakterien nachgewiesen, in den meisten Féllen Enterobacteriaceae
sowie Clostridium sp., Veillonella sp. und Fusobacterium sp., wovon bis auf

Clostridium alle gramnegativ sind.

Tabelle 4.7: Gegeniiberstellung des Bakterienwachstums auf den Agarplatten und der Analyse der

Stuhlproben mit DHPLC

Probe Agarplatte DHPLC
Kind 1 kein Wachstum Enterobacter hormaechi
Probe 1
Kind 1 Enterococcus faecium Klebsiella oxytoca
Probe 2 | E. coli Klebsiella pneumoniae

Enterobacter aerogenes Klebsiella sp.
Schaedler bewachsen Citrobacter gillenii
Citrobacter sp.
Kind 1 Enterobacter aerogenes Fusobacterium nucleatum
Probe 5 | E. coli Fusobacterium sp.
Schaedler bewachsen Clostridium citroniae
Clostridium clostridioforme
Kind 2 Enterobacter cloacae Veillonella atypica
Probe 3 Schaedler bewachsen Veillonella dispar
Escherichia vulneris
Kind 4 Enterobacter cloacae Cedecea davisae
Probe 4 Schaedler bewachsen Cedecea sp.
Enterobacter asburiae
Enterobacter sp.
Kind 4 E. coli Veillonella parvula
Probe 8 Schaedler bewachsen Veillonella rogosae
Enterobacter sp.
Kind 5 Enterobacter cloacae Enterobacter hormaechi
Probe 5 Schaedler bewachsen Enterobacter asburiae
Cedecea davisae
Kind 8 Enterococcus faecalis Escherichia sp.
Probe 5 | E. coli
Schaedler bewachsen
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4.4.4 Analyse aus Bakterienkulturen von Schaedleragar

Von den 99, in fast allen Féllen dicht bewachsenen Schaedlerplatten wurden
Mischkulturen durch Entnahme von morphologisch verschiedenen Bakterienkulturen
abgenommen und deren DNA durch KOH-Lyse extrahiert. Die PCR mit c-Mastermix
produzierte deutliche Banden in der Gelelektrophorese, die Amplifikate wurden
darauthin mit der DHPLC analysiert. Morphologisch zeigten die Peaks von Schaedler-

agar-Kulturen ein breites Spektrum.

Exemplarisch wurden die Peaks von drei Amplifikaten aus Bakterienkolonien von
Schaedleragar mithilfe der DHPLC fraktioniert gesammelt, amplifiziert und
sequenziert. Die Peaks konnten FEnterobacter hormaechi, Enterobacter cloacae,
Escherichia vulneris, Escherichia hermannii, Enterococcus faecalis, Citrobacter sp.

und Pantoea agglomerans zugeordnet werden.
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Abb. 4.17: Ubersicht iiber die Sequenzierergebnisse der DHPLC-Peaks von Bakterienkulturen von
Schaedleragar. Dargestellt sind die Peaks mit dem jeweiligen Sequenzierergebnis der Kinder Nr. 3 und

Nr. 4.

Insgesamt ergibt sich fiir die Auswertung der sowohl kulturell als auch

molekularbiologisch untersuchten Proben folgendes Mikrobiom:

Tabelle 4.8: Mikrobiom aus den Stuhlproben der Frithgeborenen im Verlauf. Dargestellt sind Proben, bei
denen kulturelle Anzucht und molekularbiologische Untersuchung aus Stuhl erfolgte. Abkiirzungen: K/P
= Kind/Probe, W = Woche.

K/P W nachgewiesene Bakterien K/P W nachgewiesene Bakterien
1/1 11 Enterobacter hormaechi 4/4 10 Enterobacter cloacae
Enterobacter asburiae
Enterobacter sp.
Cedecea davisae
Cedecea sp.
12 17 Enterococcus faecium 4/8 14 E.coli
E. coli Veillonella parvula
Enterobacter aerogenes Veillonella rogosae
Klebsiella oxytoca Enterobacter sp.
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella sp.
Citrobacter gillenii
Citrobacter sp.
1/5 23 Enterobacter aerogenes 4/9 15 E.coli
E.coli Enterococcus faecalis
Fusobacterium nucleatum Citrobacter sp.
Fusobacterium sp. Pantoea agglomerans
Clostridium citroniae Escherichia hermannii
Clostridium clostridioforme Enterobacter cloacae
2/3 8 Enterobacter cloacae 5/5 12 Enterobacter cloacae
Veillonella atypica Enterobacter hormaechi
Veillonella dispar Enterobacter asburiae
Escherichia vulneris Cedecea davisae
3/5 8 Enterobacter cloacae 8/5 6 Enterococcus faecalis
Enterobacter hormaechi E.coli
Escherichia vulneris Escherichia sp.
4/2 5 Enterococcus faecalis
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4.5 Zusammenhang zwischen Sepsis bzw. Ursachen der Friihgeburt

und Ergebnissen aus Mekonium, Trachealsekret und Stuhl

4.5.1 Ergebnisse aus Mekonium und Trachealsekret und deren Zusammenhénge

mit konnataler Sepsis und Friihgeburtlichkeit

Bei 15 von 25 Kindern lag eine konnatale Sepsis bzw. der Verdacht darauf vor (60%).
Knapp zwei Drittel (64%) der Kinder mit einer konnatalen Sepsis hatten dabei ein
Gestationsalter von unter 29 Schwangerschaftswochen. Bei 12 von 25 Kindern (48%)
bestand der Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom. Bei 16 Kindern lag das Er-
gebnis der postpartal entnommenen Blutkultur vor, wovon zwei positiv waren. Hierbei
handelte es sich um koagulasenegative Staphylokokken (Kind Nr. 19) und um Lacto-
bacillus viridescens (Kind Nr. 20).

Insgesamt konnte aus den Akten das Ergebnis der Blutkultur von zwolf Kindern ent-
nommen werden, bei denen gleichzeitig die Diagnose einer konnatalen Sepsis vorlag.
Nur zwei dieser zwolf Blutkulturen waren positiv. Sechs Blutkulturen bei Kindern ohne
konnatale Sepsis waren negativ. Dies entspricht in der vorliegenden Untersuchung fiir
eine Sensitivitidt der Blutkultur von 16,7% und einer Spezifitdt von 100%, dabei sollte

jedoch das kleine Patientenkollektiv beachtet werden.

Tab. 4.9: Vergleich konnatale Sepsis und Ergebnis der Blutkultur anhand der Aktenlage

konnatale Sepsis >
positiv negativ
Blutkultur positiv 2 0 2
negativ 10 6 16
> 12 6 18

Von den beiden Kindern mit der positiven Blutkultur lag von Kind 19 Trachealsekret

vor. Aus diesem lieBen sich keine Bakterien anziichten, auch die PCR und DHPLC
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zeigten keinen Hinweis auf bakterielle DNA. Das Mekonium war kulturnegativ, in der

DHPLC zeigten sich Peaks.

Von den vier Kindern mit Nachweis von Bakterien im Trachealsekret zeigten alle eine
konnatale Sepsis, bei Kind 9 und 10 lag auBerdem der Verdacht auf ein Amnion-

infektionssyndrom vor. Bei allen war das Ergebnis der Blutkultur negativ.

Von den fiinf Kindern mit kulturpositivem Mekonium litt eines unter einer konnatalen
Sepsis (Kind Nr. 9), bei drei Kindern lag ein Amnioninfektionssyndrom vor (Kinder Nr.
6, 9 und 11). Die Blutkulturen aller Kinder mit kulturpositivem Mekonium waren
negativ. Alle 18 Mekoniumproben generierten unabhéngig von einer vorliegenden Sep-
sis Peaks in der DHPLC. Insgesamt wurden von acht Mekoniumproben Sammelldufe
mit der DHPLC durchgefiihrt, davon litten vier Kinder unter einer konnatalen Sepsis

(Kinder Nr. 3, 8, 9, 22).

Insgesamt wurden vier Trachealsekrete und acht Mekoniumproben von insgesamt neun
Kindern mit einem DHPLC-Sammellauf untersucht. Enthalten waren alle Proben, die
kulturpositiv waren. Von den neun Kindern war allen bis auf einem (Kind Nr. 6) eine
Blutkultur entnommen worden, die bei allen negativ war. Vier hatten eine konnatale
Sepsis, fiinf ein Amnioninfektionssyndrom, bei sechs Kindern war der Ausldser der
Frithgeburt vorzeitige Wehentétigkeit, bei drei Kindern zusétzlich ein vorzeitiger

Blasensprung.
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Tabelle 4.10: Mikrobiom, Sepsis und Ursache der Frithgeburt. Dargestellt sind die im Mekonium und
Trachealsekret nachgewiesenen Bakterien sowie klinische Angaben. Abkiirzungen: AIS = Amnioninfek-

tionssyndrom; vorz. WT = vorzeitige Wehentdtigkeit; PROM = premature rupture of membranes.

Kind Bakterium konnatale | AIS vorz. WT,
Sepsis PROM

3 Leuconostoc citreum Jja ja vorz. WT

Lactococcus lactis
Lactococcus sp.

Streptococcus sp.

6 Enterococcus faecalis nein ja vorz. WT, PROM

Enterobacter sp.
Lactococcus lactis

Streptococcus sp.

7 Propionibacterium acnes nem nem -

Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis

Streptococcus sp.

8 Fusobacterium nucleatum Ja nem vorz. WT

Lactococcus lactis

Streptococcus sp.

9 Bacillus cereus ja ja vorz. WT, PROM

Achromobacter xylosoxidans
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis

Streptococcus sp.

10 Bacillus sp. Jja ja | vorz. WT, PROM

11 Bacillus licheniformis nein ja vorz. WT

Paenibacillus lactis
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis

Streptococcus sp.

16 Propionibacterium acnes nem nem -

Enterococcus faecium
Lactococcus lactis

Streptococcus sp.

22 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus Jja hem B
Enterobacter cloacae subsp. dissolvens
Escherichia sp.

Lactococcus lactis

Streptococcus sp.
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4.5.2 Ergebnisse aus der Untersuchung von Stuhl und Zusammenhinge mit

spiteinsetzender Sepsis

Insgesamt wurden die Ergebnisse von 16 Blutkulturen fiir die Untersuchungen zur spéit-
einsetzenden Sepsis einbezogen, wovon sechs (37,5%) positiv waren. Es wurden dabei
nur Blutkulturen beriicksichtigt, die frithestens ab dem vierten Tag nach Geburt ent-

nommen wurden.

Von den positiven Blutkulturen zeigten fiinf koagulasenegative Staphylokokken
(Kinder Nr. 1, 4, 20, 21 und 23). Bei Kind 21 wurde zusatzlich Bacillus cereus in der
Blutkultur nachgewiesen, bei Kind 17 Enterococcus faecalis.

Von den fiinf Kindern mit koagulasenegativen Staphylokokken in der Blutkultur wies
nur Kind Nr. 23 diese Bakterien auch im Darm auf, sechs Tage nach Entnahme der
Blutkultur.

Bei insgesamt fiinf Kindern lieBen sich koagulasenegative Staphylokokken im Stuhl
nachweisen (Kinder Nr. 7, 10, 13, 19, 23). Bei den Kindern Nr. 7, 10 und 13 trat im
Verlauf keine Sepsis auf. Bei Kind Nr. 19 wurden direkt nach Geburt in der Blutkultur
koagulasenegative Staphylokokken nachgewiesen, diese lieen sich in anschlieBenden

Stuhlproben bis zur 8. Woche postnatal noch nachweisen.

Unter der Annahme, dass bei Entnahme einer Blutkultur ein klinischer Verdacht auf
eine Sepsis besteht, wurden fiir die Untersuchung auf mogliche Zusammenhénge
zwischen Stuhlmikrobiota und spéateinsetzender Sepsis Stuhlproben beriicksichtigt, die
bis zu drei Tage vor bzw. nach Entnahmedatum einer der insgesamt 16 Blutkulturen
entnommen wurden. Dabei wurden sowohl Ergebnisse aus der kulturellen Anzucht als
auch der PCR/DHPLC aus Stuhlproben beriicksichtigt. Fiir sieben Stuhlproben waren
diese Kriterien erfiillt.

Bei diesen sieben Proben fiel auf, dass bei drei Kindern die Stuhlproben, die vor
Entnahme der Blutkulturen entnommen wurden, kulturnegativ waren. Die Proben
stammten jeweils aus der zweiten, dritten und vierten Woche nach Geburt. Bei zwei
dieser Kinder (Nr. 15 und 24) waren bis zu diesem Zeitpunkt mehrere verschiedene
Antibiotika (unter anderem Vancomycin und Imipenem) {iber mehrere Tage verabreicht

worden, auch deren Blutkulturergebnisse waren negativ.
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Bei allen vier kulturpositiven Kindern fanden sich Enterokokken in den Stuhlproben.
Bei einem dieser Kinder (Nr. 17) war das in der Blutkultur nachgewiesene Bakterium —
Enterococcus faecalis — zwei Tage nach, ebenso wie fiinf Tage vor dessen Nachweis in

der Blutkultur im Stuhl nachweisbar.

Untersucht wurden auBerdem Anderungen im Verlauf von einer Stuhlprobe zur
néachsten, die die Entnahme einer Blutkultur zeitlich einrahmten. Der zeitliche Abstand
zwischen Stuhlprobe und Blutkultur wurde dabei auf maximal drei Tage vor und sechs
Tage nach Entnahme der Blutkultur festgelegt. Im Rahmen dieser Kriterien konnten
vier Proben beurteilt werden, bei denen sowohl die Ergebnisse aus der Kultur als auch
die aus PCR/DHPLC einflossen. Dabei fiel auf, dass alle Stuhlproben in der DHPLC
vor der Blutkultur deutlich mehr Peaks mit hoherer Amplitude zeigten als die Proben
nach der Blutkultur. In zwei Fillen waren gar keine Peaks mehr vorhanden. Bei drei
Proben lielen sich nach der Blutkultur noch Bakterien anziichten, die Anzahl der
Spezies war jedoch geringer als vor Entnahme der Blutkultur, in allen drei Féllen war
der Schaedleragar noch bewachsen.

Die Ergebnisse der PCR/DHPLC von Kind 20 sind beispielhaft in der Abbildung 4.18
dargestellt.

2 2
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Mintes Minutes

Kind 20, Probe 2: vor Blutkultur Kind 20, Probe 3: nach Blutkultur

Abbildung 4.18: Darstellung der Verdnderung der DHPLC-Kurve zwischen der Stuhlprobe jeweils vor
und nach Entnahme der Blutkultur. Zu sehen ist die Ausloschung der Peaks im Rahmen der Verab-

reichung von Antibiotika.
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5. Diskussion

Unter anderem durch die Fortschritte in der Reproduktionsmedizin ist die Anzahl der
Frithgeburten — vor allem der extrem frithen - in den letzten Jahren deutlich angestiegen.
Hierbei gelten Infektionen z.B. durch das Auslosen vorzeitiger Wehentétigkeit oder
eines Blasensprungs als einer der Hauptgriinde fiir Frithgeburtlichkeit " *°V. Vertikal
oder nosokomial erworbene Infektionen stellen dariiber hinaus bei Frithgeborenen —
besonders bei den sehr kleinen — durch das ungeniigend entwickelte Immunsystem die
Hauptursache fiir Morbiditit und Mortalitdt dar. Wéahrend in den westlichen Industrie-
lindern die Rate der an Sepsis erkrankten Lebendgeborenen nur 0,4% betrégt, liegt die
Inzidenz auf neonatologischen Intensivstationen bei ca. 25% ©. Erschwert wird die
Sepsisdiagnostik durch das geringe Blutvolumen bei Frithgeborenen, und durch meist
negative Blutkulturen trotz klinischer Zeichen einer Sepsis ©°* .

Um friihzeitig Infektionen zu erkennen und das vorliegende Bakterium genau zu identi-
fizieren, bedarf es schneller, reproduzierbarer Methoden. Da sich viele der vorhandenen
Bakterien nicht auf Nahrmedien kultivieren lassen, ist das Zuriickgreifen auf molekular-
biologische, kultivierungsunabhingige Techniken von Vorteil > ** *®. Ziel dieser
Arbeit war es daher, mit Hilfe molekularbiologischer Methoden — im Vergleich mit
konventionellen Techniken — die leicht zugénglichen Materialien Mekonium und
Trachealsekret Friihgeborener auf das Vorhandensein von bisher schwer kultivierbaren
Bakterien zu untersuchen, um mogliche Erreger einer konnatalen Sepsis zu identi-
fizieren. Dariiber hinaus sollten die Proben auf mogliche auslésende Erreger der Friih-
geburtlichkeit untersucht werden. Ferner wurde mit der DHPLC in regelmédfigen Ab-
stainden die Stuhlmikrobiota analysiert, um mit der Anwendung neuer Methoden Er-
kenntnisse {iber mdgliche Ursachen fiir eine spiteinsetzende Sepsis bei Frithgeborenen
mit dem Darm als Erregerreservoir beizutragen und die bisherigen Erkenntnisse iiber

die Entwicklung der Darmmikrobiota bei Frithgeborenen zu erweitern.

Im Folgenden werden zunichst die in Mekonium und Trachealsekret nachgewiesenen
Bakterien und deren bisher bekannter Zusammenhang mit Friithgeburtlichkeit und friih-
einsetzender Sepsis ndher erldutert. Insgesamt wurden im Trachealsekret und

Mekonium mit der Kombination von kultureller Anzucht und PCR/DHPLC folgende
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Keime nachgewiesen: Bacillus cereus, Bacillus sp., Bacillus licheniformis,
Paenibacillus  lactis,  Fusobacterium  nucleatum,  Propionibacterium  acnes,
Achromobacter xylosoxidans, Leuconostoc citreum, Lactococcus lactis, Lactococcus
raffinolactis, Lactococcus sp., Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Streptococcus sp., Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus, Enterobacter

cloacae subsp. dissolvens, Enterobacter sp. und Escherichia sp.

Bei der Gattung Bacillus sp. handelt es sich um aerobe, grampositive, sporenbildende
Bakterien, von denen bis auf wenige Ausnahmen alle Spezies flir den Menschen fakul-
tativ pathogen oder apathogen sind “*. Bacillus cereus und Bacillus licheniformis
kommen ubiquitir in der Umwelt vor “”, Bacillus licheniformis vor allem im Boden "
%3 Die Sporen sind resistent gegeniiber Hitze, Strahlung, Desinfektionsmitteln und
Austrocknung, aus diesem Grund ist insbesondere Bacillus cereus als opportunistisch
pathogener Keim in Kliniken beschrieben ©7.

Bacillus cereus kann iiber kontaminierte Nahrungsmittel eine Lebensmittelvergiftung
hervorrufen, ferner wurden bei immunsuprimierten Patienten neben Infektionen im
Bereich des Gehirns, des Skelettsystems und des Urogenitaltraktes auch Fille von Bak-
teridmie und Sepsis durch Bacillus cereus beschrieben. Bacillus cereus als Ausloser
einer Sepsis bei Frithgeborenen wurde im Rahmen einer Friihform von John et al.
beschrieben, im Rahmen einer Spitform von Hilliard et al. “* *”. Bei Neugeborenen
scheint eine gewisse Empfanglichkeit flir Bacillus cereus zu bestehen, so findet sich der
Keim bei Nabel- und Atemwegsinfektionen, letztere verursacht durch kontaminierte Be-
atmungssysteme ©” 'Y, Van der Zwet et al. beschrieben aber auch mégliche Pseudo-
Epidemien und Kontaminationen von Proben, so dass in der vorliegenden positiven
Probe eine Kontamination nicht auszuschlieBen ist. Bei diesem Ergebnis scheint be-
achtenswert, dass das betroffene Kind das einzige der untersuchten 25 Frithgeborenen
war, dass ein Atemnotsyndrom IV° aufwies. Gegen eine Kontamination spricht auch die
Tatsache, dass es sich bei dem Kind, in dessen Trachealsekret Bacillus sp. nach-
gewiesen wurde, um den Zwillingsbruder handelt. Obwohl eine Identifizierung dieses
Bakteriums nicht bis zur Spezies moglich war, scheint es wahrscheinlich, dass es sich
hierbei ebenfalls um Bacillus cereus handelt.

Bei Kind Nr. 11 wurden Bacillus licheniformis und Paenibacillus lactis nachgewiesen.

Beim Menschen wurde Bacillus licheniformis neben verschiedenen anderen
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Lokalisationen auch als Verursacher einer Sepsis beschrieben, wobei die Infektionen
jeweils als Folge eines operativen Eingriffs oder einer Verletzung entstanden ©7.
Lépine et al. beschrieben Bacillus licheniformis als auslosendes Bakterium einer Spit-
form der Sepsis bei einem neun Tage alten Frithgeborenen, vermutlich verursacht von
einem zentralen Venenkatheter ®*. Mehrfach wurden Studien iiber Bacillus licheni-
formis als Verursacher von Aborten bei Kiihen beschrieben ! # * ™) Besonders
Agerholm et al. fiihrten hierzu mehrere Studien zwischen 1995 und 1999 durch. In
diesen zeigte sich, dass es bei einer Infektion von tragenden Rindern mit Bacillus
licheniformis zu einer nekrotisierenden Plazentitis kommt. Vereinzelt fand sich eine
Streuung ins Fruchtwasser, was bei den Feten zu Pneumonie und Enteritis fiihrte. Die
Ausbreitung der Infektion mit dem plazentotropen Keim spricht fiir eine himatogene
mit transplazentarer Ubertragung, wahrscheinlich im Rahmen kleiner plazentirer
Hamorrhagien, die haufiger in der Spétschwangerschaft vorkommen %%, Bacillus sp.
wurde von DiGulio et al. im Fruchtwasser bei Frithgeburten gefunden **. Bei Kind Nr.
11 handelt es sich um einen dreieiigen Drilling, im Mekonium des einen Geschwisters
(Kind Nr. 12) lie} sich das Bakterium nicht nachweisen, vom anderen Geschwister
(Kind Nr. 13) lag kein Mekonium vor. Die Frithgeburtlichkeit erfolgte aufgrund vor-
zeitiger Wehentétigkeit. Ein Amnioninfektionssyndrom wurde nur bei Kind Nr. 11 ver-
mutet, eine konnatale Sepsis lag bei keinem der Drillinge vor. Die entnommenen Blut-
kulturen aller drei Kinder waren negativ. Letztendlich wire aber eine Infektion mit
Bacillus licheniformis als Verursacher der Friihgeburtlichkeit nicht auszuschlieen, da
es sich um einen plazentotropen Keim handelt und er bei Rindern Aborte verursachen
kann. Die Plazenta wurde jedoch nicht untersucht, aulerdem lieB sich der Keim in
keiner der Blutkulturen nachweisen. Als Infektionsweg wurde bisher von einer
hiimatogenen Streuung mit transplazentarer Ubertragung ausgegangen (29 Dabei
wiéren jedoch im vorliegenden Fall aufgrund des Plazentotropismus vermutlich die
anderen beiden Kinder auch infiziert gewesen. Da es sich nicht um eineiige Drillinge
handelt, konnte der Bacillus seinen Weg auch nur iiber eine Plazenta gefunden haben,
tiber diese Moglichkeit ist in den bisherigen Studien nichts beschrieben. In den
Unterlagen {iber Kind Nr. 11 war keines der genannten Symptome, die bei den Rindern
gefunden wurden beschrieben, das C-reaktive Protein war nur leicht erhoht. Das Kind
wurde nach Geburt itiber drei Tage antibiotisch mit Ampicillin und Gentamycin

behandelt.
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In einer Studie von Rowan et al. wurde Bacillus licheniformis in zubereiteter
Sduglingsnahrung nachgewiesen, die liber mehrere Stunden bei 25°C inkubiert wurde
®_ Die untersuchten Nahrungspriparate unterschieden sich jedoch von der Nahrung,
die den Kindern in der vorliegenden Studie verabreicht worden war (Alfaré” und Pre-
matil®). Zudem wurden sowohl Alfaré® als auch Prematil® molekularbiologisch
untersucht, ohne dass bakterielle DNA nachgewiesen werden konnte.

Der ebenfalls bei Kind Nr. 11 angeziichtete Paenibacillus lactis ist verwandt mit der
Gattung Bacillus sp. Es handelt sich um sporenbildende, aerobe und fakultativ anaerobe
grampositive Bakterien, die hauptsdchlich im Boden oder im Wasser vorkommen. Die
gegen viele duBere Einfliisse resistenten Sporen konnen viele Bereiche kontaminieren.
Paenibacillus sp. wurde z.B. bei Meningitis, Endophthalmitis, Protheseninfektion,

Wundinfektionen, Rinder- und Schafaborten gefunden 7.

Bei Fusobacterium nucleatum handelt es sich um ein gramnegatives, anaerobes Bak-
terium, das normalerweise zur Mikrobiota im Bereich der Mundhohle, der oberen
Atemwege und des Darmtraktes gehort. Unter den Fusobakterien zdhlt es zu den hédufig-
sten Verursachern vor allem pleuropulmonaler Infektionen, auch kann es bei Infek-
tionen der weiblichen Genitale, der Weichteile und der Mundhohle vorkommen (s, 67),
Fusobacterium nucleatum wurde vereinzelt in der Studie von Mourani et al. in
Trachealsekreten von Frijhgeborenen nachgewiesen . Als Ausléser einer friihein-
setzenden Sepsis wurde das Bakterium von Wang et al. beschrieben, im Rahmen einer
Spitform von Brook % 'V Dariiber hinaus wurde Fusobacterium nucleatum mehrfach
im Zusammenhang mit Frithgeburtlichkeit, Chorioamnionitis und Amnioninfektions-
syndrom gefunden, wobei als Ubertragungsweg sowohl ein himatogener, z.B. bei peri-
dentalen Entziindungen, als auch ein vaginal aufsteigender vermutet wurden. Als Ur-
sprungsort des Bakteriums wurde die Mundhéhle gesehen % ! ¥ 1D Beachtenswert
scheint, dass Fusobacterium nucleatum sowohl aus dem Mekonium als auch aus dem
Trachealsekret desselben Kindes (Kind Nr. 8) bei Vorliegen einer konnatalen Sepsis

und Frithgeburt durch vorzeitige Wehentitigkeit nachgewiesen wurde.

Bei den Kindern Nr. 7 und Nr. 16 wurde Propionibacterium acnes im Mekonium
nachgewiesen. Bei diesem Keim handelt es sich um ein grampositives, anaerobes

Stabchenbakterium, und er stellt einen der haufigsten Hautkeime des Menschen dar.
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Propionibacterium acnes ist an der Entstehung von Acne vulgaris und Abszessen
beteiligt “*, wird dariiber hinaus auch im Nasopharynx, in der Mundhéhle und im Uro-
genitaltrakt gefunden und kann Endokarditis sowie Prothesen- und Shuntinfektionen
verursachen ¥, Im Zusammenhang mit Bakteriimie bzw. Sepsis bei Neu- und Friih-
geborenen wird das Bakterium von Brook genannt . Ein moglicher Zusammenhang
mit Frithgeburtlichkeit ergibt sich daraus, dass Propionibacterium acnes iiber Prosta-
glandindhnliche Substanzen eine Kontraktion von glatten Muskelzellen der mensch-
lichen Adnexe bewirken kann “". Auch wurde von Reed et al. der Fall einer Frithgeburt
in der 25. Schwangerschaftswoche beschrieben, bei der Propionibacterium acnes im
Fruchtwasser und in den miitterlichen Blutkulturen nachgewiesen werden konnte. Der
Infektionsweg bei diesem Fall wurde als aufsteigender vermutet, moglicherweise auch
im Rahmen einer zuvor durchgefiihrten Fetoskopie Y. Mindar et al. wiesen im Frucht-
wasser einer asymtomatischen Schwangeren im mittleren Trimenon ebenfalls Propioni-
bacterium acnes nach, konnten jedoch eine Kontamination im Rahmen der trans-
abdominalen Amniozentese nicht ausschliefen ®®. Bei Kind Nr. 7 wurde als Grund fiir
die Friihgeburtlichkeit ein pathologisches CTG wund fetal distress angegeben,
gleichzeitig lag eine Plazenta praevia vor, die bereits zu Blutungen gefiihrt hatte. Auch
bei Kind Nr. 16 war die Ursache fiir die Friihgeburtlichkeit ein pathologisches CTG.
Eine konnatale Sepsis oder ein Amnioninfektionssyndrom wurde bei keinem der beiden
Kinder diagnostiziert, auch lag keine vorzeitige Wehentétigkeit oder ein Blasensprung
vor. Das unterschiedliche Ergebnis bei Kind Nr. 16 aus derselben Bakterienkolonie -
Enterococcus faecium aus der Sequenzierung der Bakterienkultur und Pro-
pionibacterium acnes aus dem DHPLC-Sammellauf - kann durch die unterschiedlichen
verwendeten Primer erkldrt werden. Die Untersuchung der Probe mit DHPLC erfolgte
zudem nach Umstellung der Sequenzierungsmethode, wodurch deutlich bessere
Sequenzierergebnisse erzielt wurden. Das validere Ergebnis erscheint in diesem Fall

Propionibacterium acnes.

Im Mekonium von Kind Nr. 9 konnte Achromobacter xylosoxidans angeziichtet werden.
Hierbei handelt es sich um einen aeroben, gramnegativen Keim, der im Wasser lebt und
als opportunistischer Keim bei nosokomialen Infektionen von Kindern beschrieben
wurde. Beim Neugeborenen verursacht er eine zumeist todlich verlaufende Meningitis.

Auch wurde ein Fall beschrieben, in dem Achromobacter xylosoxidans am ehesten
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aufsteigend von der Mutter iiber eine Chorioamnitis auf das ungeborene Kind
iibertragen wurde. Dabei zeigte das im Rahmen der miitterlichen Infektion frithgeborene
Kind (27./28. Schwangerschaftswoche) neben pulmonalen, intraventrikuliren und
gastrointestinalen Hémorrhagien eine Sepsis. In den kindlichen und miitterlichen
Blutkulturen  konnte = Achromobacter  xylosoxidans  nachgewiesen  werden,
unregelméliger Nachweis dieses Bakteriums in Vaginalabstrichen wurde beschrieben
@9 Im vorliegenden Fall wurde bei Kind Nr. 9 der Verdacht auf eine konnatale Sepsis
gestellt, zwei Blutkulturen waren negativ. Bei Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom
war das Fruchtwasser klar. Hinweise fiir eine Meningitis fanden sich nicht. Bei dem
Zwillingsbruder lie3 sich das Bakterium nicht nachweisen, auch bei ihm waren die Blut-
kulturen negativ, und er zeigte das Bild einer konnatalen Sepsis bei Verdacht auf ein

Amnioninfektionssyndrom.

Bakterien der Spezies Leuconostoc citreum finden sich normalerweise in der Nahrung
und in Pflanzen, kdnnen aber auch im Darmtrakt auftauchen. Es handelt sich um gram-
positive, aerobe, Vancomycin-resistente kokkoide Bakterien. Sie sind im Zusammen-
hang mit Bakteridimie in Liquor, Peritonealdialysat und Wundabstrichen gefunden
worden. Dariliber hinaus wurden sie als opportunistische Erreger bei verschiedenen In-
fektionen beschrieben. Neugeborene scheinen eine Pradisposition fiir eine Bakteridmie
durch Leuconostoc sp. zu haben und diese iiber die Geburtswege zu erlangen ©7.
Sowohl Yossuck et al. als auch Janow et al. beschreiben das Auftreten einer
spateinsetzenden Sepsis bei Frithgeborenen durch Leuconostoc sp., am ehesten
verursacht durch zentrale Venenkatheter 7 1%, Bei Kind Nr. 3, bei dem das Bakterium
im Mekonium gefunden wurde, lag eine konnatale Sepsis vor, die Blutkulturen waren

negativ. Ausloser der Frithgeburtlichkeit waren eine vorzeitige Wehentitigkeit und Ver-

dacht auf ein Amnioninfektionssyndrom.

Bei Lactococcus sp. handelt es sich um ein den Streptokokken und Enterokokken geno-
und phinotypisch &hnliches aerobes, grampositives Bakterium. Es findet sich
iiblicherweise in Nahrungsmitteln und Pflanzen, kann aber auch im Darmtrakt
vorkommen. Laktokokken werden als Starterkulturen fiir die Produktion von
Milchprodukten wie Kise und Buttermilch verwendet. Aufgrund der Ahnlichkeit zu

Entero- und Streptokokken wird vermutet, dass sich Lactococcus sp. in klinischen
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Proben oOfter als angenommen findet, da es bisher vermutlich héaufiger zu
phénotypischen Verwechslungen zwischen den verschiedenen Kokken gekommen ist.
Dariiber hinaus wurde Lactococcus sp. neben seiner Rolle als opportunistischer Erreger
bei verschiedenen Infektionen auch bei Sepsis gefunden, im Zusammenhang mit
Immunsuppression oder sonstiger Schwichung des Patienten ©”. Uchida et al.
beschrieben einen Fall von Meningitis und Sepsis mit Lactococcus lactis bei einem 16

Tage alten Frithgeborenen ©°

. Bei 46% der Friihgeborenen mit Laktokokken im
Mekonium lag eine konnatale Sepsis vor, bei 54% Verdacht auf ein Amnion-
infektionssyndrom, bei 62% vorzeitige Wehentitigkeit, zum Teil mit vorzeitigem

Blasensprung als Ursache der Frithgeburt.

Die grampositive, zur Familie der Streptococcaceae gehdrende Bakteriengattung
Enterococcus sp. zéhlt zur normalen Darmmikrobiota des Menschen, ist aber auch
fakultativ pathogener Erreger. Sie findet sich in kleiner Zahl im Genitalbereich und der
Mundhéhle und kann vielfiltige Infektionen verursachen . Enterococcus faecalis ist
wie Enterococcus faecium z.B. als Verursacher von Harnwegsinfekten beschrieben .
Hufnagel et al. haben in ihrer Studie iiber die Besiedelung mit Enterococcus sp. von
Patienten auf einer neonatologischen Intensivstation bereits beschrieben, dass insgesamt
23% der untersuchten Patienten mit Enterococcus sp. besiedelt waren. Unter den drei
hdufigsten Spezies fanden sich Enterococcus faecium und Enterococcus faecalis, und
das Risiko fiir eine Besiedelung korrelierte mit Frithgeburtlichkeit, niedrigem Geburts-
gewicht und miitterlicher Antibiose vor Geburt. Untersucht hatten sie Mekonium und
Korperabstriche Y. Fischer et al. beschrieben das Auftreten spiteinsetzender Sepsis
von Frithgeborenen mit Enterococcus faecalis ®®. Das begleitende Auftreten einer
spateinsetzenden Sepsis bei nekrotisierender Enterokolitis durch einen multiresistenten
Enterococcus faecium wurde durch Raskind et al. beschrieben 7.

Fiinf Tage vor Geburt war im zervikalen Abstrich der Mutter von Kind Nr. 6, bei dem
aus Mekonium Enterococcus faecalis angeziichtet werden konnte, dasselbe Bakterium
nachgewiesen worden. Es kam bei Kind Nr. 6 aufgrund eines Amnioninfektions-
syndroms zu vorzeitiger Wehentitigkeit und Blasensprung. Eine Sepsis lag bei dem

Kind nicht vor. Auch bei Kind Nr. 16 konnte im Mekonium Enterococcus faecium

nachgewiesen werden. Es ergaben sich bei diesem Kind keine Hinweise fiir eine Sepsis
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oder ein Amnioninfektionssyndrom. Die Friihgeburt erfolgte hier aufgrund eines patho-

logischen CTGs.

Streptococcus sp. ist ein kugelformiges, fakultativ anaerobes, grampositives Bakterium
mit zahlreichen Spezies, die sich meist in der physiologischen Mikrobiota der mensch-
lichen Haut und Schleimhaut finden. Streptokokken der Lancefield-Gruppe A und B
sowie Pneumokokken sind humanpathogen, und verursachen z.B. Pharyngitis, Erysipel,
Phlegmone, Neugeborenensepsis, Pneumonie und Otitis media. Orale Streptokokken
konnen Appendizitis und Endokarditiden verursachen und sind an der Bildung von
Karies beteiligt. Die anderen Vertreter der Gattung konnen als opportunistische Erreger
in Erscheinung treten . Streptokokken der Serogruppe B gehdren zu den hiufigsten
Auslosern der friiheinsetzenden Sepsis bei reifen Neugeborenen ®®. Han et al. sowie
DiGulio et al. fanden im Fruchtwasser bei Frithgeburt neben anderen Bakterien auch
Streptokokken *>**¥. Wang et al. konnten im Fruchtwasser, Nabelschnurblut und Blut-
kulturen von Frithgeborenen mit fritheinsetzender Sepsis Streptococcus agalacticae,
Streptococcus mitis und Streptococcus pneumoniae nachweisen '°Y. Bei der Hilfte der
Frithgeborenen, bei denen Streptococcus sp. im Mekonium nachgewiesen wurde, lagen
ein Amnioninfektionssyndrom und eine konnatale Sepsis vor. Bei 63% erfolgte die
Frithgeburtlichkeit durch vorzeitige Wehentdtigkeit, zum Teil mit vorzeitigem Blasen-

sprung.

Das grampositive Bakterium Staphylococcus hominis findet sich in der normalen
Mikrobiota der Haut und der Schleimhaut und zdhlt zu den koagulasenegativen
Staphylokokken . In der Studie von Mourani et al. wurden koagulasenegative
Staphylokokken als dominante Spezies in fast der Hilfte der untersuchten Tracheal-
sekrete von beatmeten Frithgeborenen nachgewiesen . Staphylococcus hominis subsp.
novobiosepticus konnte bei Neugeborenen mit einer Spédtform der Sepsis nachgewiesen
werden und wurde als wichtiger nosokomialer Keim bei Neugeborenen bewertet 7.
Koagulasenegative Staphylokokken wurden von Hirtel et al. als die haufigsten
Bakterien im Zusammenhang mit einer spéteinsetzenden Sepsis bei sehr kleinen Friih-

geborenen beschrieben ©”

. Dem entspricht der Nachweis von koagulasenegativen
Staphylokokken bei Kind Nr. 19 in dessen Blutkultur bei konnataler Sepsis, dariiber

hinaus wurden bei fiinf weiteren Kindern im Verlauf ihres Aufenhaltes in deren
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Blutkulturen koagulasenegative Staphylokokken gefunden. DiGulio et al. konnten
koagulasenegative Staphylokokken im Fruchtwasser bei Friihgeburt nachweisen **.
Das Kind (Nr. 22), bei dem Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus im
Trachealsekret gefunden wurde, hatte eine konnatale Sepsis, jedoch keinen Verdacht
auf Amnioninfektionssyndrom. Die Blutkultur war negativ, die Frithgeburtlichkeit war

durch ein HELLP-Syndrom der Mutter bedingt.

Enterobacter sp., Enterobacter cloacae subsp. dissolvens und Escherichia sp. zéhlen
zur Familie der Enterobacteriaceae. Enterobacteriaceae sind gramnegative und fakul-
tativ anaerobe Stédbchenbakterien und einige aus dieser Familie stellen einen Grof3teil
der Stuhlmikrobiota. Auch stellen sie mit ca. 50% die Hauptverursacher nosokomialer
Infektionen “®. Sowohl Stark et al. als auch Sakata et al. wiesen in ihren Studien bei
Frithgeborenen eine Besiedelung des Mekoniums mit Enterobacteriaceae nach ®* °°.
Eine spiteinsetzende Sepsis bei Friihgeborenen durch unter anderem Enterobacter cloa-
cae und E.coli wurde von Fischer et al. und Hirtel et al. beschrieben **”). Liu et al.
beschrieben eine spiteinsetzende Sepsis bei Frithgeborenen auf einer Intensivstation
durch Ubertragung von Enterobacter cloacae zwischen den einzelnen Frithgeborenen.
Sie fiihrten dies auf eine Patienteniiberbelegung der Intensivstation bei gleichzeitiger
pflegerischer Unterversorgung zuriick. Als begiinstigende Faktoren fiir das Auftreten
der Sepsis mit Enterobacter cloacae bewerteten sie die intensive antibiotische
Behandlung und die Schwiichung des Organismus durch die Frithgeburtlichkeit ®>. Von
Tsai et al. wurde E.coli als Verursacher einer fritheinsetzenden Sepsis bei Friih-
geborenen beschrieben. Als Risikofaktor dafiir benannten sie einen vorzeitigen Blasen-
sprung ©® Han et al. und Wang et al. fanden neben anderen Bakterien auch E.coli im
Fruchtwasser bei Frithgeburt, bei Wang et al. in Verbindung mit einer Friihform der

Sepsis des Frithgeborenen ©* 1.

Insgesamt konzentriert sich die Studienlage zur Untersuchung von Trachealsekreten in
der Mehrzahl auf Infektionen des Respirationstraktes bei beatmeten Neugeborenen mit
Ureaplasma sp. und Mycoplasma sp., da ein Zusammenhang mit bronchopulmonaler
Dysplasie vermutet wird ‘% ', Im Gegensatz zur vorliegenden Studie wurde dabei

Spezies-spezifische PCR durchgefiihrt, was eine mdgliche Erklarung dafiir sein konnte,
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warum bei keinem der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kinder die relativ hdufig

vorkommenden Ureaplasmen nachgewiesen werden konnten.

Vergleicht man die im Mekonium nachgewiesenen Bakterien mit den Ergebnissen aus
fritheren Studien, zeigt sich Folgendes:

Bei Sakata et al. zeigten sich bei den Frithgeborenen (entbunden in der 25.-34.
Schwangerschaftswoche) bereits am ersten Lebenstag hauptsidchlich Entero-
bacteriaceae und Streptococcus sp. ®*. Stark und Lee untersuchten Frithgeborene mit
einem Gestationsalter von 30-35 Schwangerschaftswochen. In den ersten beiden
Lebenstagen zeigten 40% der Frithgeborenen im Mekonium Bacteroides sp., etwa halb
so viele Clostridium sp. Auch lieBen sich in den ersten beiden Lebenstagen bei den
Frithgeborenen Enterobacteriaceae und Enterococcus sp. nachweisen. Die Kinder
erhielten Muttermilch als Nahrung ®”. Long und Swenson untersuchten innerhalb ihres
Patientenkollektivs von 96 Kindern Friihgeborene, die zwischen der 31. und der 37.
Schwangerschaftswoche vaginal entbunden worden waren. Es wurden keine Antibiotika
verabreicht. Im Vergleich zu Termingeborenen wiesen die Frithgeborenen héufiger an-
aerobe Bakterien innerhalb der ersten 48h auf. Die Kinder erhielten keine Antibiotika
% " Alle genannten, konventionelle mikrobiologische Methoden nutzenden Studien
unterscheiden sich von der vorliegenden Arbeit entweder durch Gestationsalter der
untersuchten Kinder, Geburtsmodus, Erndhrung oder die Verabreichung von Anti-
biotika und kdnnen daher nur bedingt fiir einen Vergleich herangezogen werden.

Die bisherige Studienlage zu molekularen Untersuchungen von Mekonium ist gering.
Es finden sich vereinzelt Studien, in denen Stuhl von Frithgeborenen untersucht wurde
(226189 " ohne dass explizit die Ergebnisse von Mekoniumuntersuchungen dargelegt
werden. De la Cocheticre et al. untersuchten die Darmmikrobiota von Frithgeborenen
auf mogliche pathogene Keime fiir NEC und fanden dabei einen Zusammenhang mit
Clostridium perfringens. Sie verwendeten dabei die TGGE zur Untersuchung der
polymikrobiellen Kulturen. Thnen fiel auf, dass innerhalb der ersten beiden Wochen bei
Frithgeborenen eine geringe Diversitit der vorgefundenen Keime vorlag ®?. Schwiertz
et al. untersuchten Mekonium- und Stuhlproben von Friihgeborenen mittels DGGE.
Auch dabei zeigte sich bis zum dritten Tag eine im Vergleich zu reifen Neugeborenen
geringe intraindividuelle Diversitit der vorgefundenen Keime ®*. Stewart et al. wiesen

mit kulturellen Methoden im Mekonium vor allem Enterococcus sp. und
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koagulasenegative Staphylokokken nach, mit molekularbiologischen Methoden
Enterobacter sp., Staphylococcus sp., Propionibacterium sp. und Flavobacterium sp., in

allen Mekoniumproben lieBen sich Bakterien oder deren DNA nachweisen ).

Griinde fiir die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen aus molekularbiologischen
Untersuchungen und aus der Kultur ergeben sich aus der Tatsache, dass in der Kultur
nur die lebensfdhigen Organismen anziichtbar sind, die auf den ausgewihlten Néhr-
bdden optimale Wachstumsbedingungen vorfinden, wohingegen mit der PCR die
gesamte bakterielle DNA der Probe vervielfiltigt wird, also auch die der nicht anziicht-
baren oder abgestorbenen Bakterien. Da sich in der DHPLC Peaks von Bakterien mit

derselben Retentionszeit iiberlagern kénnen **

, ist es moglich, dass bei einem Sammel-
lauf nur die Bakterien-DNA nachgewiesen wird, von der die hochste Konzentration
vorliegt. Auch kann bei nahe verwandten Bakterien eine Diskrepanz innerhalb von
Gattung und Spezies entstehen, da aufgrund der Anzahl der Basenpaare von maximal
474 die Variabilitit begrenzt ist. Bei der Klonierung wurde ein einzelner Klon ver-
wendet, jedoch kann sich in den anderen Klonen die DNA von anderen Bakterien

(38), womit erkldrbar ist, dass sich Leuconostoc citreum nicht im

befunden haben
DHPLC-Sammellauf des entsprechenden Mekoniums wiederfinden lie3.

Die geringe bakterielle Diversitét, von der bei de la Cochetiere et al. und Schwiertz et
al. berichtet wird ®* *, lieB sich auch bei den vorliegenden Untersuchungen mit
DHPLC bestitigen — die Profile waren dabei interindividuell sehr dhnlich und es zeigten
sich pro Kind maximal vier verschiedene Bakterienspezies. Zieht man die kulturelle
Diagnostik hinzu, lieBen sich pro Kind maximal fiinf Bakterienspezies unterscheiden.
Wie von Domann et al. vorbeschrieben, wurden bei mehrfach nachgewiesen Bakterien

spezifische Retentionszeiten deutlich “Y. Die Retentionszeiten der Bakterien, die im

Mekonium und Trachealsekret nachgewiesen wurden, sind im Anhang aufgefiihrt.

Fir alle im Mekonium und Trachealsekret nachgewiesenen Bakterien auf3er
Paenibacillus lactis und Lactococcus raffinolactis konnten in der Literatur Zusammen-
hinge mit Sepsis bei Neu- oder Frithgeborenen gefunden werden. Verbindet man diese
Ergebnisse mit dem Vorliegen einer konnatalen Sepsis, zeigt sich bei einzelnen
Bakterien eine hohe Wahrscheinlichkeit dafiir, Ausloser der Sepsis gewesen zu sein.

Deutliche Hinweise finden sich fiir Bacillus cereus, Fusobacterium nucleatum,
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Achromobacter xylosoxidans, Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus,
Enterobacter cloacae subsp. dissolvens und Escherichia sp. In Betracht gezogen
werden sollten auerdem Leuconostoc citreum, Lactococcus lactis und Streptococcus
Sp.

Auch aus dem Zusammenhang zwischen klinischen Daten und dem Potential der nach-
gewiesenen Bakterien, eine Frithgeburt auszuldsen, ergeben sich bei einigen Bakterien
deutliche dtiologische Hinweise, vor allem bei Bacillus cereus, Fusobacterium
nucleatum, Achromobacter xylosoxidans und Enterococcus faecalis. In Betracht
gezogen werden sollten auBerdem Bacillus licheniformis, Paenibacillus lactis und
Streptococcus sp.

Bei Kind Nr. 9 wurde Bacillus cereus im Trachealsekret nachgewiesen, Achromobacter
xylosoxidans im Mekonium. Bei dem Zwillingsbruder Kind Nr. 10 wurde Bacillus sp.
im Trachealsekret nachgewiesen. Bei beiden Kindern lag eine konnatale Sepsis vor, die
Frithgeburt war bedingt durch vorzeitige Wehentétigkeit und Blasensprung, es bestand
bei beiden Kindern der Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom. Aufgrund der
Tatsache, dass sowohl Bacillus cereus und Achromobacter xylosoxidans eine Sepsis

(40, 49)

verursachen konnen , Neugeborene gegeniiber Bacillus cereus eine gewisse

Empfinglichkeit haben 7, Achromobacter dariiber hinaus eine Chorioamnionitis verur-
sachen und Bacillus sp. im Fruchtwasser bei Frithgeburten gefunden wurde @ 49,
erscheint ein Zusammenhang sehr wahrscheinlich. Obwohl Achromobacter nicht im
Mekonium des Zwillingsbruders gefunden wurde, wire es bei zweieiigen Zwillingen
denkbar, dass es nur bei einem zu einer Chorioamnionitis gekommen ist. Eine Be-
siedelung mit Bacillus cereus aufgrund von verunreinigten Beatmungsgeriten erscheint
unwahrscheinlich, da dieses Bakterium dann bei mehreren Frithgeborenen hitte
nachweisbar sein miissen.

Das Kind, in dessen Mekonium und Trachealsekret Fusobacterium nucleatum gefunden
wurde, zeigte ebenfalls eine konnatale Sepsis, die Frithgeburt erfolgte aufgrund vor-
zeitiger Wehentitigkeit, ein Amnioninfektionssyndrom lag nicht vor. Fusobacterium

(15, 101)

nucleatum wurde als Ausloser einer Sepsis beschrieben , dariiber hinaus im

Fruchtwasser bei Friihgeburt, Chorioamnionitis und Zervixverkiirzung nachgewiesen *

31.38.39) \was einen Zusammenhang in diesem Fall sehr wahrscheinlich macht.
Kind Nr. 6, in dessen Mekonium Enterococcus faecalis nachgewiesen wurde, wies

keine konnatale Sepsis auf, jedoch Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom. Die
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Frithgeburt erfolgte bei vorzeitigem Blasensprung und Wehentitigkeit, wiahrend im
Cervikalabstrich der Mutter 5 Tage vor Geburt ebenfalls Enterococcus faecalis nach-
gewiesen wurde. Hier konnte ein Zusammenhang dadurch bestehen, dass das Bakterium
die Membranen iiberwunden und das Fruchtwasser besiedelt hat, woriliber es im
Mekonium nachweisbar wurde. Es konnte aber auch eine Besiedelung des Mekoniums
ohne Pathogenititswert vorliegen, da das Auftreten von Enterokokken im Mekonium
vorbeschrieben ist “¥.

Bei Kind Nr. 22 wurden im Trachealsekret Staphylococcus hominis subsp. novobio-
septicus, im Mekonium Enterobacter cloacae subsp. dissolvens und Escherichia sp.
nachgewiesen. Die Friihgeburt erfolgte aufgrund eines pathologischen CTGs bei
HELLP-Syndrom, so dass hier kein Zusammenhang zu bestehen scheint. Alle drei
nachgewiesenen Bakterien sind bei Sepsis vorbeschrieben — im Rahmen einer spétein-
setzenden Form mit nosokomialen Erwerb U7 *» 37 3 bei koagulasenegativen
Staphylokokken aber auch mit hiufigem Auftreten bei der Frithform ®*°%. E.coli wurde

bei fritheinsetzender Sepsis beschrieben ©* '°V

, jedoch in Verbindung mit besiedeltem
Fruchtwasser oder einem vorzeitigen Blasensprung, was beides in diesem Fall nicht
vorlag und auch das vorliegende Bakterium nicht bis zur Speziesebene bestimmt
werden konnte.

Im Mekonium von Kind Nr. 11, einem Drilling, wurden Bacillus licheniformis und
Paenibacillus lactis nachgewiesen. Bei dem Kind sowie dessen Geschwistern lag keine
konnatale Sepsis vor, bei Kind Nr. 11 jedoch Verdacht auf ein Amnioninfektions-
syndrom. Die Frithgeburt erfolgte aufgrund einer vorzeitigen Wehentdtigkeit — dies
muss bei einer Drillingsschwangerschaft in der 32. Schwangerschaftswoche jedoch
nicht auf eine infektiose Genese zuriickzufiihren sein. Da jedoch beide Bakterien zu
Aborten bzw. Frithgeburten bei anderen Sdugetieren — Rindern und Schafen — fiihren
koénnen "% °" Bacillus sp. im Fruchtwasser bei Friihgeburten gefunden wurde ** und
bei dem entsprechenden Kind ein Amnioninfektionssyndrom vorlag, ist ein Zusammen-
hang nicht auszuschlieBen. Bei Bacillus licheniformis handelt es sich um einen
plazentotropen Keim und bei dreieiigen Zwillingen ist es denkbar, dass nur eine
Plazenta betroffen gewesen sein konnte. Die iibliche Verabreichung von Antibiotika bei
der Mutter bei drohender Frithgeburtlichkeit sowie die rasche antibiotische Behandlung

des Kindes konnten erkldren, warum das Kind nicht die Symptome gezeigt hat, die fiir
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die infizierten Kilber vorbeschrieben sind " * ¥. Bacillus licheniformis ist fir das
verabreichte Ampicillin sensibel !©.

Das Kind, bei dem Leuconostoc citreum nachgewiesen wurde, litt unter einer
konnatalen Sepsis, Ursache fiir die Frithgeburt waren vorzeitige Wehentitigkeit und
Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom. Uber einen Zusammenhang mit Friihgeburt-
lichkeit finden sich keine Hinweise in der Literatur, jedoch ist Leuconostoc als Ausloser
einer Sepsis bei Friihgeborenen beschrieben “” 1%, Die Sepsisfille waren jedoch eher
spéteinsetzende Formen aufgrund zentraler Venenkatheter. Leuconostoc citreum wurde

(70), so dass im

auch im Mekonium eines gesunden Termingeborenen nachgewiesen
vorliegenden Fall nicht von einem kausalen Zusammenhang auszugehen ist.

Bei insgesamt 13 Kindern lieB sich Lactococcus im Mekonium nachweisen, bei acht
davon Lactococcus lactis. Bei fast zwei Drittel dieser Kinder lag eine vorzeitige
Wehentitigkeit vor, bei etwas mehr als der Hilfte ein Amnioninfektionssyndrom. In der
Literatur lieBen sich keine Hinweise fiir einen Zusammenhang mit Frithgeburtlichkeit
finden. Auch handelt es sich bei den Kindern, bei denen diese Symptome vorlagen, um
Kinder, bei denen Bakterien vorgefunden wurden, die damit eher in Zusammenhang
gebracht werden konnen (Leuconostoc citreum, Bacillus licheniformis, Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus, Achromobacter xylosoxidans). Bei 46% der Kinder lag eine
konnatale Sepsis vor, und eine Sepsis mit Lactococcus lactis wurde in der Literatur
beschrieben . Dabei handelte es sich jedoch um eine spiteinsetzende Form, die
Herkunft des Bakteriums blieb ungekldrt. Auch handelt es sich bei den Kindern mit
konnataler Sepsis um die oben genannten Kinder, bei denen deutlich pathogenere
Bakterien gefunden wurden. Park et al. beschrieb bereits den Nachweis von
Lactococcus lactis im Mekonium eines reifen Neugeborenen, das mit Ersatzmilch
erndhrt wurde . Bei den Spezialnahrungen, die den allen Friihgeborenen zum Zeit-
punkt der Mekoniumentnahme verabreicht wurden, handelt es sich um Alfaré®, bei zwei
Kindern um Prematil®. Beide Spezialnahrungen enthalten MolkeneiweiB. Da
Lactococcus lactis, ebenso wie Leuconostoc sp., unter anderem fiir die Herstellung von

Kise eingesetzt wird ¢ #V

, und Molke ein Nebenprodukt der Késeherstellung ist, wire
die Nahrung eine denkbare Quelle. Da per DHPLC alle Bakterien — vitale und
abgestorbene — nachgewiesen werden, konnte es sich auch um im Rahmen des
Herstellungsprozesses abgetdtete Bakterien handeln. Auch wurde Lactococcus lactis in

(30)

der Vaginalmikrobiota beschrieben . Obwohl die Friihgeborenen alle per Sectio
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caesarea entbunden wurden, wire es denkbar, dass sie bei einem vorzeitigen
Blasensprung oder durch Membranpassage des Bakteriums Lactococcus lactis erworben
haben kdnnten. Da aber Lactobacillus den Hauptanteil der Vaginalmikrobiota ausmacht,

miisste in diesem Fall auch Lactobacillus nachweisbar gewesen sein miissen.

Auffallend ist, dass bei allen genannten Kindern trotz konnataler Sepsis und
Amnioninfektionssyndrom die Blutkulturen negativ waren. Demgegentiiber steht der
Nachweis im Mekonium und Trachealsekret von Bakterien, die als Ausldser der Sepsis
in Frage kommen. Damit scheint die Kombination aus Kultur und PCR/DHPLC eine
geeignete Methode zu sein, um die Sepsisdiagnostik zu ergdnzen. So wire es in Zukunft
empfehlenswert, bei Frithgeborenen mit konnataler Sepsis Mekonium und Tracheal-
sekret mit dieser Methode auf sepsisauslosende Bakterien zu untersuchen. Aufgrund der
in allen Fillen nur geringen Zahl an angeziichteten Bakterien sollten diese Unter-
suchungen mit einer leistungsstarken PCR durchgefiihrt werden, um eine DNA-
Konzentration oberhalb der Nachweisgrenze der DHPLC zu erhalten. Berechnungen
ausgehend von der Anzahl der angeziichteten Bakterien zeigten, dass die Bakterien-
konzentration im Mekonium unterhalb der Nachweisgrenze mit konventioneller PCR
von 3x10* CFU fiir die DHPLC lag ** *". Wenn man davon ausgeht, dass 10pul eines
1:1 Gemisches aus Mekonium und NaCl-Losung (1g in 1ml) ausgestrichen wurden und
darauthin auf der Agarplatte 1-3 Bakterienkolonien wuchsen, befanden sich im
Mekonium-Gemisch insgesamt ca. 3x10* CFU. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
aussagekriftigeres Ergebnis fiir Mekonium und Trachealsekret durch die Verwendung
des piko® Thermal Cycler erzielt, nachdem unter Verwendung der konventionellen PCR
zundchst selbst in kulturpositiven Proben kein peak in der DHPLC generiert werden

konnte.

Bei den nachgewiesenen Bakterien, insbesondere bei denen, die sich auch in der Haut-
mikrobiota finden, ist eine Kontamination wéhrend des Zeitpunkts der Entnahme oder
bei der Verarbeitung nicht génzlich auszuschlieBen. Dies betrifft insbesondere Strepto-
coccus, Staphylococcus und Propionibacterium acnes. Soweit es die Verarbeitung der
Proben betrifft, wurden sdmtliche Extraktionsschritte unter einer Laminar Flow
(Sicherheitswerkbank) unter Verwendung von sterilen Arbeitsmaterialien durchgefiihrt.

Auch wurde der Arbeitsplatz vor jeder Extraktion mit 70%igem Alkohol gereinigt. Fiir
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die Herstellung der Mastermixe fiir die PCR wurde eine spezielle Sicherheitswerkbank
verwendet, unter der keine DNA-Extrakte verarbeitet werden.

Gegen eine Kontamination mit Streptococcus spricht, dass dieses Bakterium in
mehreren Proben, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten eintrafen, unabhingig von-
einander nachgewiesen wurde. Bei Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus ist

. . . . . 7. 103
eine Kontamination nicht auszuschlieBen > '%

, jedoch handelt es sich auch um einen
sepsisverursachenden Keim 7, der bei einem Kind mit konnataler Sepsis gefunden
wurde. Zudem wurde er aus Trachealsekret extrahiert — in diesem Material ist das Auf-

treten dieses Bakteriums bereits vorbeschrieben ¢

. Bei Propionibacterium acnes
spricht fiir eine Kontamination, dass bei beiden Kindern weder eine konnatale Sepsis,
noch ein Amnioninfektionssyndrom oder vorzeitige Wehentatigkeit vorlagen. Jedoch
beschrieben Mindar et al. ein Auftreten von Propionibacterium acnes auch bei
asymptomatischen Schwangeren im Fruchtwasser ©®. Obwohl von van der Zwet et al.
Kontaminationen durch Bacillus cereus beschriecben wurden (100), erscheint in
Anbetracht der klinischen Parameter und des Auftretens von Bacillus bei beiden

Zwillingsbriidern eine Kontamination unwahrscheinlich.

Die kulturelle Anzucht von insgesamt 112 wochentlich gesammelten Stuhlproben ergab
in der ersten Lebenswoche bei zwei Dritteln der Kinder ein Bakterienwachstum, ab der
sechsten Lebenswoche waren alle Kinder besiedelt. In der ersten Lebenswoche lieen
sich Anaerobier und Klebsiella sp. nachweisen, ab der zweiten Lebenswoche kamen
Enterococcus sp., koagulasenegative Staphylokokken, Staphylococcus aureus,
Enterobacter aerogenes und Citrobacter sp. hinzu. Von Beginn an machten Anaerobier
den groBten Anteil der Stuhlmikrobiota aus, ab der sechsten Lebenswoche lielen sie
sich bei allen Kindern nachweisen. Hierbei mul3 beachtet werden, dass auf Schaedler-
agar auch fakultativ anaerobe Bakterien, wie z.B. Enterobacteriaceae wachsen.

In der zweiten und dritten Lebenswoche lieB sich bei einem Viertel der Kinder
Enterococcus faecalis nachweisen, bei einem Fiinftel Staphylococcus sp. Enterococcus
sp. fand sich bei insgesamt mehr als der Hélfte aller Stuhlproben, wobei in den ersten
Lebenswochen mehr FEnterococcus faecalis nachgewiesen wurde, ab der 15.
Lebenswoche hiufiger Enterococcus faecium. Bei den Staphylokokken handelte es sich
hauptsdchlich um koagulasenegative Staphylokokken. Bifidobakterien fanden sich

keine. Enterobacteriaceae lielen sich erst ab der vierten Lebenswoche bei einem
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Viertel der Kinder nachweisen, davor traten sie vereinzelt auf. Von den
Enterobacteriaceae nahm E. coli mit 35% aller Proben den Hauptteil ein, gefolgt von
Enterobacter cloacae mit 26%. Bei 9% aller Proben fand sich Klebsiella sp. - bei drei
Kindern gehéuft, sonst eher vereinzelt. Insgesamt fiel auf, dass die Anzahl der
verschiedenen Spezies innerhalb der Enterobacteriaceae mit zunehmender
Lebenswoche abnahm. Insgesamt stieg die Gesamtzahl der Bakterienspezies pro Woche
bis zur fiinften Woche stetig an, wie in der Studie von Gewolb et al. beschrieben,
danach war ein allmahlicher Abstieg zu verzeichnen ©¥. Dies kénnte bedeuten, dass
sich im Verlauf eines ldngeren Krankenhausaufenthaltes die Darmmikrobiota der
Kinder zunehmend einander angleicht und damit die interindividuelle Vielfalt abnimmt,

wie bereits von Schwiertz et al. vor-beschrieben ®.

Das frithe und gehdufte Auftreten von Anaerobiern wurde bereits von Blakey et al.,
Stark und Lee sowie Long und Swenson vorbeschrieben. Bei Stark und Lee fanden sich
bei Friihgeborenen vor allem fakultativ anaerobe Bakterien (Enterobacteriaceae und
Enterococcus sp.) deutlich erhoht " °* °) Eine #hnliche Entwicklung fand sich bei
Termingeborenen, die mit Ersatzmilch gefiittert wurden. In der vorliegenden Studie
wurden alle Frithgeborenen in den ersten Lebenstagen mit Ersatzmilch gefiittert, was
die Ergebnisse von Stark und Lee potenzieren konnte, da die Verabreichung von
Ersatzmilch zu einer Zunahme von Anaerobiern fiihren kann *7.

In der Studie von Sakata et al. wird beschrieben, dass bei Frithgeborenen Entero-
bacteriaceae gemeinsam mit Streptococcus sp. bis zum 20. Lebenstag die dominante
Bakterienart im Stuhl stellt ®”. Ersteres stimmt mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit iiberein, vor allem wenn man berlicksichtigt, dass geméfl der DHPLC-Ergebnisse
auch auf Schaedleragar hauptsichlich Enterobacteriaceae gewachsen sind. Dass E. coli
innerhalb der Enterobacteriaceae den Hauptteil einnimmt, findet sich auch bei Blakey
et al. und Sakata et al., wohingegen bei Goldmann et al. E. coli zwar hiufig vorkommt,
von der gemeinsamen Gruppe Klebsiella sp., Enterobacter sp. und Citrobacter sp.
jedoch an Hiufigkeit iibertroffen wird 3> %9. Allerdings gilt dies nicht fiir die Gruppe
der Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht <1.500g, die einen Grofiteil der
vorliegenden Studie ausmachen (80%). Wie in der Studie von Gewolb et al. nahmen
von Geburt an die gramnegativen Bakterien den GroBteil der Stuhlmikrobiota ein und

lésten die grampositiven im Verlauf fast ginzlich ab ©. Das Auftreten von Klebsiella
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sp. wurde bei Frithgeborenen beschrieben und hidngt vermutlich mit dem oft langen
Aufenthalt im Krankenhaus zusammen ©*”. Wenig Zusammenhang mit dem Auftreten
von Enterobacteriaceae scheint mit der verabreichten Nahrung zu bestehen ©2.

Wie in der vorliegenden Arbeit machten auch in der Studie von Goldmann et al. und
Gewolb et al. innerhalb der Gruppe der Staphylokokken die koagulasenegativen den
Hauptanteil aus > *¥. Von El-Mohandes et al. wurde beschrieben, dass bei gestillten
Frithgeborenen haufiger Staphylococcus epidermidis zu finden ist, der in diesen Féllen
auch 6fter als Verursacher einer Sepsis auftrat . In der vorliegenden Studie fand sich
bei insgesamt fiinf Kindern im Verlauf Staphylococcus sp. — bei vier dieser Kinder
lieBen sich diese unter Erndhrung mit Muttermilch nachweisen. Das einzige Kind, bei
dem insgesamt dreimal im Verlauf Staphylococcus sp. angeziichtet werden konnte,
erhielt jedoch iiber diesen Zeitraum Ersatzmilch (Alfaré® und Prematil®). In den
anderen Fillen wurde Staphylococcus sp. maximal zweimal im Verlauf nachgewiesen.
Bei Gewolb et al. zdhlten Staphylokokken auch am 30. Tag nach Geburt noch zu den
sechs am hiufigsten nachgewiesenen Spezies — in der vorliegenden Studie lieen sie
sich zwar bis zur achten Woche nach Geburt, aber nur vereinzelt nachweisen. Bei
Gewolb et al. wurden zum einen andere Ndhrboden fiir die grampositiven Bakterien
verwendet, zum anderen kam ein Transportmedium jeweils fiir grampositive und
gramnegative Bakterien zum Einsatz, was zu dem unterschiedlichen Ergebnis gefiihrt
haben kénnte @2,

Im Gegensatz zu den Studien von Blakey et al., Sakata et al. und Goldmann et al.
fanden sich in der vorliegenden Arbeit in keiner Stuhlprobe Streptokokken. Dies konnte
zum einen auf die unterschiedliche Auswahl der Ndhrbdden zuriickzufiihren sein —
wobei Streptococcus sp. auf Blutagar wichst - zum anderen konnten die in der
vorliegenden Studie verabreichten Antibiotika das Fehlen von Streptococcus sp.
begriinden. Lediglich in der Studie von Blakey et al. fand sich vereinzelt eine
Antibiotikaverabreichung, in den anderen beiden Studien gar nicht !>,

Ahnlich wie in den Ergebnissen der Studie von Goldmann et al. findet sich in der
vorliegenden Arbeit bei der Hilfte der Proben Enterococcus sp. ®>. Auch Stark und Lee
beschrieben eine hohe Anzahl von Enterococcus sp. bei Frithgeborenen .
Bifidobacterium sp. konnte in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden.

Mehrfach ist beschrieben, dass Bifidobakterien den Darm bei Frithgeborenen verzogert

und in geringerem Ausmal besiedeln als im Vergleich zu Termingeborenen. Am Ende
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der ersten Lebenswoche konnten diese nur bei 50% der Kinder nachgewiesen werden
(90), bzw. erst nach durchschnittlich zehn Tagen, als dominierende Bakterienart nach
knapp drei Wochen, jedoch im Vergleich zu Termingeborenen quantitativ um den
Faktor zehn verringert. Als Grund hierfiir wurde die geringere Milchzufuhr vermutet
®9 Dass keine Bifidobakterien iiber Kultur nachgewiesen werden konnten, konnte an
den ausgesuchten Néahrmedien liegen, da in friiheren Studien andere, z.B. Tomatensaft-
Agar, verwendet wurden ®”. Zudem unterscheidet sich die Ernihrung der Kinder aus
fritheren Studien (Muttermilch fast ausschlielich von Beginn an) von der in der
vorliegenden Arbeit (Alfaré® und Prematil® in den ersten Lebenstagen). Auch hat im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit untersuchten Frithgeborenen keines der Kinder in den
beiden fritheren Studien Antibiotika verabreicht bekommen. Ahnliche Untersuchungs-
bedingungen zeigen sich in der Studie von Gewolb et al., bei der von 29 untersuchten
extrem kleinen Frithgeborenen, die mit Antibiotika behandelt wurden, nur bei einem
Kind Bifidobacterium sp. nachgewiesen werden konnten ©*. Insgesamt treten sowohl

f (27), was mit der

Laktobacillen als auch Bifidobakterien bei Frithgeborenen seltener au
antibiotischen Behandlung, der Verabreichung von Ersatzmilch und dem Aufenthalt im

Krankenhaus zusammenhingen konnte.

Analog zu dem Anstieg der verschiedenen Bakterienspezies iiber die Lebenswochen
fand sich im Verlauf der ersten sechs Lebenswochen eine Zunahme der Peaks in der
DHPLC, wobei in den ersten drei Wochen nur halb so viele Peaks wie angeziichtete
Bakterienspezies auftraten. Dies hidngt moglicherweise damit zusammen, dass sich
mehrere Peaks mit derselben Retentionszeit iiberlagern kénnen ®”. Ab der vierten
Lebenswoche nidherten sich beide Werte einander an, ab der fiinften Woche nach Geburt
iberstieg die Anzahl der Peaks tendenziell die der angeziichteten Bakterienspezies. Dies
konnte damit zusammenhdngen, dass mit der DHPLC auch Spezies erfasst werden, die
nicht angeziichtet werden konnen. Das heisst, dass in der DHPLC viel mehr Spezies
vorliegen als in der Kultur, und ab einer gewissen Speziesvielfalt die Uberlagerung
innerhalb der Peaks in den Hintergrund tritt.

Bei der Auftrennung einzelner Peaks mit anschlieBender Sequenzierung fanden sich
hauptsdchlich Enterobacteriaceae, sowie vereinzelt Veillonella sp., Clostridium sp. und
Fusobacterium sp., die nicht kulturell angeziichtet werden konnten und als Ausldser von

Sepsis vorbeschrieben sind !”. Bis auf eine Probe fanden sich in allen DHPLC-
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Sammelldufen Enterobacteriaceae, unter denen Enterobacter sp. den groBiten Teil
ausmachte, gefolgt von Escherichia sp. Bei den Enterobacteriaceae konnte vereinzelt
die DNA nur bis zur Gattungsebene zugeordnet werden. Dies ist bedingt durch die
genotypische Ahnlichkeit auf der 16SrDNA-Ebene bei hoher Verwandschaftlichkeit der
Enterobacteriaceae untereinander.

Zusétzlich lieBen sich per DHPLC bis auf Clostridium sp. und Enterococcus faecalis
nur gramnegative und ausschlieBlich anaerobe, bzw. fakultativ anaerobe Bakterien,
insbesondere FEnterobacteriaceae, nachweisen. Dies hat mdglicherweise zum einen
damit zu tun, dass mit Voranschreiten der Lebenswochen die Zahl der gramnegativen

t (33), zudem wurden

(90)

Bakterien im Darm die der grampositiven deutlich iibersteig
Enterobacteriaceae bei Friihgeborenen bereits als dominante Baktieren beschrieben
Das gehédufte Auftreten von Anaerobiern und fakultativ anaeroben Bakterien bei
Frithgeborenen ist ebenfalls vorbeschrieben " ** °?. Zum anderen sind gramnegative
Bakterien aufgrund der Beschaffenheit ihrer Bakterienwand leichter zu amplifizieren als
grampositive. Aufgrund eigener Studien lief sich nachweisen, dass fiir die verwendete
konventionelle PCR eine hohere Nachweisgrenze fiir grampositive Bakterien vorliegt:
fiir grampositive Bakterien lag diese bei ca. 80 CFU/ul, fiir gramnegative bei ca. 20
CFU/ul, jeweils im Ausgangsmaterial.

Dafiir konnten in der DHPLC im Gegenzug jedoch Bakterien nachgewiesen werden, die
auf den Agarplatten nicht angeziichtet werden konnten, wie z.B. Clostridium,
Fusobacterium, Cedecea und Veillonella. Bei Veillonella sp. handelt es sich um
gramnegative anaerobe Kokken, die ebenso wie das anaerobe gramnegative Fuso-
bacterium sp. zur Normalmikrobiota der Mundhdhle und des oberen respiratorischen
Traktes gehoren, aber auch im Gastrointestinaltrakt und der Vaginalmikrobiota
gefunden werden 7. Clostridium sp. ist ein anaerobes, sporenbildendes grampositives
Bakterium, dessen Spezies zum einen schwerwiegende Erkrankungen wie Tetanus,
Botulismus und Enterokolitis verursachen konnen, aber auch — wie Clostridium difficile

©7) und sich auch im Stuhl von Friih- und Neu-

- zur normalen Darmmikrobiota gehdren
geborenen finden ! 7" ¥ %9 Dass auch in der DHPLC keine Bifidobakterien nach-
gewiesen werden konnten, konnte damit zusammenhdngen, dass diese bei Friih-
geborenen innerhalb der ersten Lebenswochen keine dominante Spezies der Darm-
mikrobiota darstellen und somit deren Peaks von anderen dominanteren Spezies mit

derselben Retentionszeit tiberlagert werden kdnnten.
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Es gibt bereits einige molekularbiologische Studien zur Entwicklung der Stuhl-
mikrobiota bei Frithgeborenen, unter anderem von de la Cocheticre et al., Schwiertz et
al., Millar et al. und Penders et al., die jedoch in ihren Ergebnissen iiber die
unterschiedlichen Keime wenig Gemeinsamkeiten haben % " 7"#) Was sich jedoch in
allen Studien zeigt, ist die zundchst geringe Diversitit, die im Verlauf ansteigt, sowie
der Nachweis von schwer kultivierbaren Keimen aus dem Bereich der

Enterobacteriaceae und der Anaerobier.

Zur Methode der PCR/DHPLC bei der Untersuchung von Stuhlproben kdnnen folgende
Uberlegungen gestellt werden: In den untersuchten Stuhlproben konnten bis zu vier
Bakteriengattungen und bis zu vier —spezies per DHPLC aufgetrennt werden. Sowohl
Domann et al. als auch Imirzalioglu et al. konnten bei der Untersuchung von
polymikrobiellen Infektionen im Urin bis zu fiinf verschiedene Bakterienspezies
nachweisen ** **. Da im Ausgangsmaterial Stuhl zahlreiche verschiedene Bakterien-
spezies vorliegen, von denen bei Erwachsenen mindestens 80% nicht kultivierbar sind
(22), ist es vorstellbar, dass die DHPLC ab einer bestimmten Anzahl verschiedener
Spezies an ihre Grenzen kommt. Eine mogliche Ursache dabei konnte sein, dass sich

@ Je mehr

Peaks von Bakterien mit derselben Retentionszeit iiberlagern konnen
verschiedene Bakterienspezies vorliegen, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit von
Uberlagerungen, da die Eluierung von der Chromatographiesiule zeitlich begrenzt ist.
Neben der hohen Bakteriendiversitét finden sich im Stuhl auch Inhibitoren wie Gallen-
salze, Himoglobinabbauprodukte und komplexe Polysaccharide, die die Moglichkeiten
der PCR aus Stuhlproben limitieren kénnen 2.,

Ein weiteres Problem stellte in dieser Arbeit das Fehlen eines Peaks bei kulturpositiven
Stuhlproben dar, was bei 12,5% der Proben vorlag. Da dies nur innerhalb der ersten fiinf
Lebenswochen bei einzelnen Kindern auftrat, die intensiv antibiotisch behandelt worden
waren und bei denen auch in der Bakterienkultur nur vereinzelte Kolonien vorlagen, ist
davon auszugehen, dass die Bakterienkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze der
DHPLC gelegen haben konnte. Fiir die Verarbeitung der Stuhlproben wurde aus dko-
nomischen Griinden die konventionelle PCR verwendet, so dass bei Verwendung des

effektiveren piko® Thermal Cycler - dhnlich wie bei den Mekoniumproben bewiesen -

davon auszugehen ist, dass in diesem Fall die PCR der limitierende Faktor gewesen ist.
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Bei der Fragestellung moglicher Zusammenhénge zwischen spéteinsetzender Sepsis und
den Ergebnissen der untersuchten Stuhlproben fiel zundchst auf, dass bei den im
Verlauf entnommenen Blutkulturen im Gegensatz zu denen unmittelbar nach Geburt zu
einem hoheren Prozentsatz Bakterien nachgewiesen werden konnten (11% vs. 37,5%).
Dies konnte mit der Verabreichung von Antibiotika — nicht nur bei den Kindern,
sondern auch pripartal bei den Miittern — zusammenhéngen.

Bei drei von sieben Kindern fiel auf, dass deren Stuhlproben vor Auftreten einer
septischen Symptomatik kulturnegativ waren, bei zwei der Kinder zeigten sich auch
keine Peaks in der DHPLC. Davon hatten zwei Kinder vorher iiber mehrere Tage
verschiedene Antibiotika bekommen, darunter Vancomycin und Imipenem. Dies ist
moglicherwiese erklarbar durch die Studie von Stoll et al. und Downey et al., die eine
antibiotische Behandlung als Risikofaktor fiir das Auftreten einer spéteinsetzenden
Sepsis bei Friihgeborenen nachwiesen > °.

Bei fiinf von sechs positiven Blutkulturen lieen sich koagulasenegative Staphylo-
kokken nachweisen, dabei schien bei zwei Kindern die Ursache der Sepsis erkldrbar —
einmal aufgrund eines Eiterherdes am Fuss und einmal aufgrund eines infizierten
Rickham-Reservoirs. Bei einem der sechs Kinder (Kind Nr. 23) fanden sich sechs Tage
nach Blutkultur diese Bakterien auch in Stuhlproben, wihrend diese zwei Tage vorher
kulturnegativ waren. Im Gegenzug fanden sich bei insgesamt fiinf Kindern koagulase-
negative Staphylokokken in Stuhlproben, wovon es sich bei einem um das oben be-
schriebene Kind Nr. 23 mit Sepsis durch dieses Bakterium handelte. Bei einem weiteren
dieser fiinf Kinder (Kind Nr. 19) bestand eine konnatale Sepsis mit koagulasenegativen
Staphylokokken, diese lieBen sich noch bis zur achten Woche postnatal in Stuhlproben
nachweisen. Die Hiufigkeit, mit der im Verlauf eine Sepsis durch koagulasenegative
Staphylokokken auftrat, entspricht vorangegangenen Studien, bei denen diese Bakterien
einen GroBteil der sepsisauslosenden Keime stellten . Bei zwei Kindern konnten nach
Diagnosestellung weiterhin koagulasenegative Staphylokokken im Darm nachgewiesen
werden, so dass dieser als mogliches Reservoir in Betracht kommt. Auffallend ist dabei,
dass diese Bakterien trotz addquater Antibiose weiterhin im Darm nachweisbar blieben.
Bei einem weiteren Kind (Nr. 17) konnte das Bakterium, das in der Blutkultur
nachgewiesen wurde (Enterococcus faecalis), sowohl sechs Tage vor als auch zwei
Tage nach Diagnosestellung in Stuhlproben nachgewiesen werden. Dass dieses

Bakterium auch nach Diagnosestellung noch im Darm kulturell nachweisbar war,
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konnte auch mit dem kurzen Zeitraum zwischen Diagnosestellung und Entnahme der
Stuhlprobe zusammenhdngen. Aber auch bei diesem Kind scheint der Darm ein
mogliches Bakterienreservoir fiir die Sepsis gewesen zu sein. Eine Sepsis durch
Enterokokken ist ebenfalls vorbeschrieben .

Prinzipiell konnen alle in den Stuhlproben nachgewiesenen Keime Ausloser einer
Sepsis insbesondere bei Immunsuppression, lingerem Krankenhausaufenthalt, zentralen

@, 15, 21, 29, 95)

Venenkathetern etc. sein . Vor dem Hintergrund, dass der Darm als

. . . . 4,8, 87,89
Erregerreservoir bei Sepsis vorbeschrieben wurde - ® #7-8)

, scheint jedoch die in dieser
Arbeit beobachtete Darmmikrobiota bei sehr kleinen Frithgeborenen mit antibiotischer
Behandlung und hauptsidchlicher Erndhrung mit Ersatzmilch bedenklich. Dies vor dem
Hintergrund, dass anaerobe/fakultativ anaerobe - insbesondere gramnegative
Enterobacteriaceae - den Hauptteil der hier beschriebenen Darmmikrobiota
ausmachten, gefolgt von Enterokokken. Letztere gehdren zu den Hauptausldsern einer
spateinsetzenden Sepsis bei Frithgeborenen, wohingegen Enterobacteriaceae zwar
seltener (18%) im Erregerspektrum der Sepsis nachgewiesen werden, aber bei einer
Sepsis eine wesentlich héhere Mortalitit aufweisen > °. Die als schiitzend ange-

@7

sehenen Bifidobakterien, die bei Friihgeborenen seltener auftreten ", konnten in

diesem Kollektiv weder kulturell noch molekularbiologisch nachgewiesen werden.

Zusammenfassend und Bezug nehmend auf die Fragestellung kann zu den Ergebnissen
Folgendes gesagt werden: Sowohl bei der Untersuchung von Mekonium als auch von
Trachealsekret mit kulturellen und molekularbiologischen Methoden konnten Bakterien
nachgewiesen werden, die eine friiheinsetzende bzw. konnatale Sepsis bei Friih-
geborenen auslosen konnen und/oder die als Ausldser einer Frithgeburt benannt werden.
In Verbindung mit den erhobenen klinischen Daten ergaben sich deutliche Hinweise fiir
einen dtiologischen Zusammenhang mit einer Sepsis flir Fusobacterium nucleatum,
Bacillus cereus, Achromobacter xylosoxidans und Staphylococcus hominis subsp.
novobiosepticus. Drei dieser Bakterienspezies konnten nicht kultiviert werden und
wurden nur mit PCR/DHPLC nachgewiesen. Achromobacter xylosoxidans wiederum
war nur in der Bakterienanzucht nachweisbar, so dass die Kombination von kultureller
Anzucht und kulturunabhédngiger Methode bei der Untersuchung von Mekonium und
Trachealsekret am effektivsten zu sein scheint, wie bereits von DiGulio et al.

(23)

vorbeschrieben . Alle Kinder, bei denen oben genannte Bakterien nachgewiesen
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wurden, zeigten ein negatives Blutkulturergebnis, so dass die Kombination von kon-
ventionellen mikrobiologischen und kulturunabhéngigen Methoden beim Nachweis von
sepsisauslosenden Bakterien der Blutkultur iiberlegen scheint.

Auffallend war der Nachweis von Laktokokken im Mekonium aller Kinder, was
moglicherweise mit der verabreichten Nahrung zusammenhingen konnte.

Auch bei den Untersuchungen zur Auslésung der Frithgeburt durch Bakterien konnten
atiologische Zusammenhinge bei Fusobacterium nucleatum, Bacillus cereus,
Achromobacter xylosoxidans, Enterococcus faecalis und Bacillus licheniformis gestellt
werden, von diesen Bakterien war nur Enterococcus faecalis in einem miitterlichen
Abstrich vor Geburt festgestellt worden.

Aufgrund dieser Ergebnisse zur konnatalen Sepsis scheint es empfehlenswert, die leicht
zuginglichen Materialien Mekonium und Trachealsekret bei Frithgeborenen ergéinzend
zur Diagnostik bei konnataler Sepsis zu verwenden. Beziiglich der Antibiotika-
resistenzen zeigen sich Bacillus cereus und Staphylococcus hominis gegeniiber dem
standardméfig verwendeten Gentamycin sensibel, sowohl Fusobacterium nucleatum als
auch Achromobacter xylosoxidans scheinen jedoch wenig Sensibilitidt gegeniiber den
verwendeten Antibiotika zu zeigen. Hier wére bei Fusobacterium nucleatum eine
Kombination von Ampicillin mit einem Betalaktamaseinhibitor wirksam, bei

Achromobacter xylosoxidans Imipenem.

Bei der Untersuchung von wochentlichen Stuhlproben der extrem Frithgeborenen mit
kultureller Anzucht und PCR/DHPLC fiel auf, dass von Beginn an der Hauptanteil der
Stuhlflora bei anaeroben bzw. fakultativ anaeroben und gramnegativen Bakterien liegt,
vor allem bei Enterobacteriaceae. Auch Enterokokken lieBen sich in der Hélfte aller
Stuhlproben finden, Bifidobakterien hingegen gar nicht. Dies scheint vor dem Hinter-
grund bedenklich, dass sich Enterokokken gehduft im Zusammenhang mit einer
spiteinsetzenden Sepsis finden und Enterobacteriaceae — zwar seltener in diesem
Rahmen auftretend — insbesondere zu tddlichen septischen Verldufen beitragen. Hier
scheint empfehlenswert, weitere Versuche dahingehend zu unternehmen, eine
schiitzende, d.h. eine durch Lactobacillen und Bifidobakterien gepriagte Darm-
mikrobiota auch bei Frithgeborenen aufzubauen, moglicherweise durch eine frithere
Verabreichung von Muttermilch oder probiotischen Produkten. Insgesamt ist zur

Verwendung der PCR/DHPLC bei der Untersuchung von Stuhl jedoch zu sagen, dass
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sie aufgrund der groBen Bakteriendiversitit im Stuhl bei der Auftrennung an ihre
Grenzen kommt und zumindest mit den jetzigen Moglichkeiten nicht mehr als flinf
Bakterienspezies in einer Probe analysiert werden konnen. So scheint auch deren
Einsatz bei der Diagnostik der spiteinsetzenden Sepsis zwar Hinweise auf mogliche
auslosende Bakterien im Hinblick auf die Darmmikrobiota als Erregerreservoir geben
zu konnen, einen engeren d&tiologischen Zusammenhang wie bei Mekonium und

Trachealsekret nachzuweisen erscheint jedoch eher schwierig.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Obwohl sich in den letzten Jahren die Uberlebenschancen der sehr kleinen
Friithgeborenen mit einem Gestationsalter <32 Schwangerschaftswochen deutlich
verbessert haben, ist deren oft langwierige Krankenhausbehandlung hiufig mit
Komplikationen verbunden. Diese ergeben sich vor allem durch die Unreife der
Organsysteme des Friihgeborenen. Infektionen wéhrend der Schwangerschaft — vor
allem aufsteigende innerhalb des Genitalbereichs der Mutter - gelten als eine der
Hauptursachen fiir eine Frithgeburt, und kdnnen sowohl vor als auch nach der Geburt zu
einer Sepsis des immungeschwichten Frithgeborenen fiihren. Auch wéhrend des oft
langen Krankenhausaufenthaltes kommt es bei Frithgeborenen gehduft zur Sepsis, dabei
umso hdufiger, je geringer das Gestationsalter ist. Viele Erreger sind bekannt, jedoch ist
ein Erregernachweis mit konventionellen Methoden besonders bei schwer
kultivierbaren Bakterien oder bei einer Mischinfektion schwierig, auch aufgrund des
geringen Blutvolumens bei Frithgeborenen. Der Goldstandard in der Sepsisdiagnostik —

die Blutkultur — ist trotz klinischer Symptomatik in vielen Féllen negativ.

Mit der vorliegenden Arbeit sollten mit einer neuen, kultivierungsunabhingigen
molekularbiologischen Methode, der DHPLC (denaturing high-performance liquid
chromatography), schwer anziichtbare Bakterien oder Mischinfektionen in Mekonium
und Trachealsekret als mogliche Ausloser einer Friihgeburtlichkeit oder einer
konnatalen Sepsis nachgewiesen werden. Dariiber hinaus sollte die Entwicklung der
Stuhlflora bei sehr kleinen Frithgeborenen mit kultureller Anzucht und DHPLC
untersucht werden, auch im Hinblick auf mogliche Zusammenhidnge mit einer
spateinsetzenden Sepsis. Dazu wurden Mekonium, Trachealsekret und wochentliche
Stuhlproben von insgesamt 25 Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von <32
Schwangerschaftswochen untersucht. Die Bakterien im Untersuchungsmaterial wurden
zum einen  konventionell = mikrobiologisch  nachgewiesen, zum  anderen
molekularbiologisch durch PCR und DHPLC. Dariiber hinaus wurden klinische

Angaben zu den Kindern und den Umsténden der Friihgeburt recherchiert.
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Dabei lieBen sich in Mekonium und Trachealsekret Bakterien nachweisen, die eine
konnatale Sepsis auslosen konnen. Aus der Verbindung zwischen der Studienlage zu
den einzelnen Bakterien und der klinischen Befunde der Kinder ergaben sich die
deutlichsten Hinweise fiir einen kausalen Zusammenhang zur Sepsis fir Fusobacterium
nucleatum, Bacillus cereus, Achromobacter xylosoxidans und Staphylococcus hominis
subsp. novobiosepticus. In Bezug auf Zusammenhéinge zwischen den nachgewiesenen
Bakterien und deren mdglichem Auslésen der Frithgeburt sind insbesondere
Fusobacterium nucleatum, Bacillus cereus, Achromobacter xylosoxidans, Enterococcus
faecalis und Bacillus licheniformis hervorzuheben. Die meisten der genannten
Bakterien, vor allem aus Trachealsekret, lielen sich nicht anziichten. Bei allen Kindern
fanden sich im Mekonium Laktokokken, die mdglicherweise aus der Nahrung mit
Ersatzmilch stammen. Die Blutkulturen der Kinder, bei denen oben genannte Bakterien

nachgewiesen wurden, waren negativ.

Bei der Untersuchung von 112 Stuhlproben konnten von Beginn an vor allem anaerobe
und fakultativ anaerobe - insbesondere FEnterobacteriaceae, sowie Enterokokken
nachgewiesen werden. Dariliber hinaus konnten auch Bakterienspezies nachgewiesen
werden, die nicht kulturell angeziichtet werden konnten, wie z.B. Veillonella sp.,
Clostridium sp. und Fusobacterium sp, und die als Ausldser von Sepsis vorbeschrieben
sind. Insgesamt stieg die Anzahl der Bakterienspezies bis zur fiinften Lebenswoche
stetig an, parallel dazu stieg die Anzahl der Peaks in der DHPLC an. Ab der fiinften
Woche tiberstieg die Anzahl der Peaks die Anzahl der angeziichteten Bakterienspezies
pro Kind. Mit der DHPLC aus Stuhlproben lieen sich bis zu vier verschiedene
Bakteriengattungen und —spezies auftrennen.

Die im Verlauf entnommenen Blutkulturen zeigten dreimal so hdufig ein positives
Ergebnis wie die Blutkulturen unmittelbar nach Geburt, was mit den verabreichten
Antibiotika bei Miittern und Kindern sub partu zusammenhéngen konnte. Dabei wurden
hauptsdchlich ~ koagulasenegative =~ Staphylokokken  nachgewiesen,  einmalig
Enterococcus faecalis und Bacillus cereus. Bei zwei Kindern mit koagulasenegativen
Staphylokokken in der Blutkultur zeigte sich dasselbe Bakterium in anschlieBenden
Stuhlproben. Bei drei Kindern waren bis zu drei Tage vor der Verdachtsdiagnose Sepsis

keine Bakterien anziichtbar, bei zwei war kein Peak in der DHPLC zu sehen. Dies ist
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moglicherweise durch die zuvor verabreichten Antibiotika erkldrbar, die auch einen

Risikofaktor bei der Entwicklung einer Sepsis darstellen.

Insgesamt handelt es sich bei der DHPLC um eine empfehlenswerte Methode zur
Ergénzung der Diagnostik bei konnataler Sepsis. Dabei sind die Materialien Mekonium
und Trachealsekret leichter verfiigbar als Blut, und in der vorliegenden Arbeit konnten
damit haufiger sepsisauslosende Bakterien nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung
von Stuhl mit DHPLC konnte der Darm als Erregerreservoir fiir eine Sepsis durch
Anaerobier, Enterobacteriaceae und Enterokokken aufgezeigt werden — im Rahmen der
Diagnostik zur spidteinsetzenden Sepsis scheint die DHPLC aufgrund der groflen

Bakteriendiversitédt im Stuhl nur eingeschriankt geeignet.
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7. Summary

Although the chances of survival for preterm neonates below 32 weeks of gestation
have notably improved during the last years, their often longterm hospital care is in
many cases accompanied with complications. Most of all, these are induced by the
immaturity of the preterms’ organic systems. Infections during pregnancy — mainly
ascendant in the mothers’ genitourinary tract — are considered to be one of the main
causes for preterm birth. Before and even after birth, they can cause septicaemia in the
immunodeficient preterm neonates. Septicaemia also often appears during the longterm
hospital stay - the lower the gestational age the more frequent. Numerous causative
pathogens are already known, but the detection of non-cultivable organisms or
polymicrobial infections with conventional microbial diagnostics is still difficult, in
addition because of the preterms’ low blood volume. Blood cultures — the gold standard
method in the diagnostic of septicaemia — often show no results despite clinical

symptoms.

The aim of this study was to detect non-cultivable bacteria or polymicrobial infections
causing early- or late-onset septicaemia or premature birth with a new culture-
independent molecular method, the DHPLC (denaturing high performance liquid
chromatography). Therefore, samples of meconium, tracheal aspirate and stool from 25
preterm neonates at a gestational age below 32 weeks were collected and examined with
conventional microbial diagnostic and with PCR/DHPLC. Underlying was the idea, that
with this culture-independent method it would be able to detect bacteria in meconium or
tracheal aspirate, respectively, being related to preterm birth or early-onset septicaemia.
A further aim was to extend the common knowledge of the development of the preterm
neonates’ gut colonization and to examine stool samples for potential causative agents

of late-onset septicaemia.

By both conventional and culture-independent methods it was possible to detect bacteria
in meconium and tracheal aspirate potentially able to cause early-onset septicaemia. In
relation to previous studies and the preterms’ clinical results the most causative

connection between germ and septicaemia was found for Fusobacterium nucleatum,

97



Summary

Bacillus cereus, Achromobacter xylosoxidans and Staphylococcus hominis subsp.
novobiosepticus. Causal relationship between the detected bacteria and preterm birth
was strongest for Fusobacterium nucleatum, Bacillus cereus, Achromobacter
xylosoxidans, Enterococcus faecalis and Bacillus licheniformis. Most of the above
mentioned bacteria, especially from tracheal aspirate, were not cultivable. Furthermore,
in meconium samples of all preterm neonates, Lactococcus sp. was detectable, probably
deriving from food. Any blood cultures taken immediately after birth from preterm

neonates colonized with the above mentioned bacteria were negative.

The examination of weekly taken stool samples showed right from the beginning
mainly anaerobes, facultative anaerobes — especially Enterobacteriaceae - and
Enterococcus sp. Furthermore, with DHPLC non-cultivated bacteria such as Veillonella
sp., Clostridium sp. and Fusobacterium sp. were detected, each of them known as
potential causative agent of septicaemia. The number of different bacterial species
arised continually until fifth week after birth, as it was with the number of peaks in
DHPLC. After the fifth week, the number of peaks exceeded the number of cultivated
species per child. With DHPLC it was possible to separate up to four bacterial species
in one stool sample.

Blood cultures taken during the hospital stay showed three times as much bacterial
growth as it was with the ones taken immediately after birth. This could be related with
the administered antibiotics for both mother and child during and after birth. Positive
blood cultures mainly showed growth of coagulase-negative staphylococci, as well as
Enterococcus faecalis and Bacillus cereus once each. Two children with positive blood
culture for coagulase-negative staphylococci showed the same bacteria in following
stool samples. Stool samples of three preterm neonates were culture-negative up to three
days before diagnosis of septicaemia. Two of them even showed no peak in DHPLC.
This may be caused by previous administered antibiotics, which are also described as a

risk factor for developing late-onset septicaemia.

In conclusion, the DHPLC is a recommendable method to complement the diagnostic
process during early-onset septicaemia by examining meconium and tracheal aspirate.
Both sample materials are easy available, and examined by both culture-dependent and

culture-independet methods seem to reveal more often pathogens related to septicaemia
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as do blood cultures. Examining of stool samples confirmed the human gut as a
potential reservoir for pathogens causing late-onset septicaemia, especially for
anaerobes, Enterobacteriaceae and enterococci. Due to the wide intestinal bacterial
diversity in stool samples the usage of DHPLC for detecting pathogens during

septicaemia seems to be limited.
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8. Liste der verwendeten Abkiirzungen

Abb.

AIS

Aqua dest.
bzw.

CFU

CTG
DGGE
DHPLC

DNA
d.h.
dNTP
E. coli
EDTA
etc.

GG

gef.
HWI
IP-RP-HPLC
KBR
MHC 11
MM
NEC
path.
PCR
(P)PROM
RDS
rpm

sp.
SSW

Abbildung
Amnioninfektionssyndrom
destilliertes Wasser
beziehungsweise

colony forming unit
Cardio-Tokographie

Denaturating Gradient Gelelectrophorese

Denaturating High Performance Liquid Chromato-

graphy
Desoxyribonucleoacid

das heisst
desoxy-Nukleosidtriphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsiure
et cetera

Geburtsgewicht
gegebenenfalls

Harnwegsinfekt

ion-pair reverse-phase liquid chromatography

Kurze Bunte Reihe

major histocompatibility complex II
Muttermund

Nekrotisierende Enterocolitis
pathologisch

Polymerase Chain Reaction

(preterm) premature rupture of membranes
respiratory distress syndrome

revolutions per minute

species

Schwangerschaftswoche
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subsp.
TBE
TEAA
TNFa
TSB
TGGE
u.a.
Upm
uv
V..
VOrZ.
WT
z.B.

subspecies
Tris-Borat-EDTA
Triethylammoniumacetat
Tumornekrosefaktor o
Tryptic Soy Broth
Temperaturgradientengelelektrophorese
unter anderem
Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

Verdacht auf

vorzeitig

Wehentitigkeit

zum Beispiel
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11. Anhang

Ubersicht iiber die Retentionszeiten

in der DHPLC der

in Mekonium wund

Trachealsekret vorgefundenen Bakterien. Bei Nachweis desselben Bakteriums in

mehreren Proben wurden Mittelwerte und Standardabweichung ermittelt.

angegebenen Werte sind in der Einheit Sekunde angegeben.

Bakterium peak 1 (s) peak 2 (s) peak3 (s)
Lactococcus lactis 5+0,22 7,85+0,18 | 8,56+0,12
Lactococcus raffinolactis | 5,54 + 0,02 - -
Propionibacterium acnes 11,27+0,16 | - -
Bacillus licheniformis 7,92 9,67 -
Bacillus cereus 7,44 8,44 -
Fusobacterium nucleatum | 5,43 £0,01 5,73+0,01 |-
Staphylococcus ~ hominis | 5,63 - -

subsp. novobiosepticus

Enterobacter cloacae 8,68 - -
Escherichia sp. 5,74 - -
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