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1. Zusammenfassung

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist Ursache haufiger Virusinfektionen des friih- und
reifgeborenen Kindes in der Neonatologie. Die Muttermilch stellt bei positiver
Cytomegalievirus (CMV)-Seropravalenz der Stillenden, einen relevanten
Transmissionsvektor des Virus auf das Neugeborene dar. Resultieren kann eine postnatale
CMV-Infektion, welche bei Frihgeburten mit schweren Symptomen einhergehen kann.

Die Virustransmission durch den Vektor Muttermilch kann mit Hilfe eines konventionellen
Erhitzungsprozesses (Holder-Pasteurisierung) verhindert werden, dieser birgt jedoch die
Beeintrachtigung protektiver und immunitatsfordernder Bestandteile der Muttermilch.

Das Frihgeborene ist aufgrund seiner Immaturitat einem erhéhten Risiko friihgeburtlicher
Morbiditaten, unter anderem Infektionen, Sepsen und Entziindungsreaktionen, ausgesetzt; ein
protektiver Faktor ist Muttermilch.

Gramnegative Bakterien kdnnen den Ursprung schwerer neonataler Infektionen und Sepsen
darstellen. Ziel der durchgefihrten retrospektiven klinischen Beobachtungsstudie war es, den
Einfluss der Muttermilchpasteurisierung mittels Holder-Methode bei Frihgeborenen im
Hinblick auf die Kolonisation mit gramnegativen Bakterien zu untersuchen.

Die Studienpopulation besteht aus 50 Frihgeborenen mit einem Gestationsalter </=29 SSW
und einem Geburtsgewicht <1500 g. Eine Unterteilung erfolgte in zwei Kohorten, Differenz war
das Merkmal nicht-pasteurisierte Muttermilch versus pasteurisierte Mutter- und/oder
Spendermilch. Alle Frihgeborenen befanden sich in intensivmedizinischer Behandlung des
Perinatalzentrums der Universitatsklinik Koln. Wochentlich erhobene mikrobiologische
Abstrichdaten wurden im Hinblick auf das Vorhandensein gramnegativer Bakterien
aufgearbeitet, ausgewertet und miteinander verglichen. 80 % (n=40/50) aller Friihgeburten der
gesamten Studienpopulation wiesen im Beobachtungszeitraum von 14 Wochen gramnegative
Bakterien auf.

Eine nicht-signifikante Differenz zugunsten einer vermehrten bakteriellen gramnegativen
Kolonisation nach Verabreichung pasteurisierter Mutter- und/oder Spendermilch ist dabei zu
beobachten; in Kohorte 2 (Muttermilchpasteurisierung) zeigen sich 88 % (n=22/25), in Kohorte
1 (keine Muttermilchpasteurisierung) 72 % (n=18/25) aller Fruhgeborenen kolonisiert. In
unserer Studie korreliert die Verabreichung pasteurisierter Muttermilch mit einem Trend zum
vermehrten Auftreten gramnegativer Bakterien (OR= 2,85 (p=0,168)). Weitere Studien mit
einem gréReren Patientenkollektiv sind notwendig um ein statistisches Signifikanzniveau
zu erreichen, die klinischen Folgen der  gramnegativen
Bakterienkolonisation zu detektieren und dies in Relation zum Auftreten einer mdglichen

postnatalen CMV-Infektion des Friihgeborenen zu setzen.
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2. Einleitung

2.1. Das humane Cytomegalievirus

Das humane Cytomegalievirus, Humanes Herpesvirus Typ funf, zahlt zur Gruppe der
Herpesviren (DNA-Viren)."

Die Seropravalenz innerhalb der Bevdlkerung differiert. M. Zuhair et al. wiesen in ihrem Review
auf eine - den WHO-Regionen entsprechend - globale CMV-Seropravalenz der
Allgemeinbevdlkerung von 83 % hin, diese lag bei Frauen im gebarfahigen Alter bei 86 %.
Die niedrigste Seropravalenz war mit 66 % in der europaischen Region zu dokumentieren.?
Die CMV-Infektion verlauft horizontal von Mensch zu Mensch und vertikal vor der Geburt,
Medien der Ubertragung sind direkter (Schleimhaut-)Kontakt und CMV-haltige
Korperflussigkeiten (Urin, Speichel, Muttermilch (Stillprozess), Sperma und Zervixsekret
(Geschlechtsverkehr).!

Die Primarinfektion des immunkompetenten Erwachsenen zeigt in >90 % der Falle einen
asymptomatischen Krankheitsverlauf.* Diagnostisch finden diverse Nachweismethoden
Einsatz: die Bestimmung von HCMV-spezifischen IgM- und IgG-Antikdrpern bzw. die
Bestimmung von T-Zell-Antworten gegen HCMV, der direkte Virusnachweis mittels Zellkultur
sowie der Nachweis von viralen Antigenen und HCMV-DNA.* Laborchemisch zeigt sich bei
einer Primarinfektion mit dem Cytomegalievirus eine Serokonversion der CMV-spezifischen
Antikérper von CMV-IgM zu CMV-IgG, eine geringe Aviditat der CMV-IgG-Antikorper, (hoch)
positive und im Verlauf abfallende CMV-IgM-Antikérper und der fehlende Nachweis von
Antikorpern gegen Glykoprotein B. Die Antikdrper kdnnen mittels kommerziell verfigbaren

Immunassays aus Serum oder Plasma bestimmt werden.®

2.2. Die postnatale Cytomegalievirus-Infektion des Friih- und Reifgeborenen
Die postnatale, nach der Geburt erworbene, Cytomegalievirus-Infektion stellt eine haufige
virale Infektion der ersten Lebensmonate dar.® Bei positiver maternaler CMV-Seropravalenz
erfolgt die Ausscheidung des Virus Uber den Speichel, Urin sowie Geburtskanal (perinatal) als
Schmier- und Trépfcheninfektion, begleitend ist eine Transmission Uber die Muttermilch
mdglich.>”~" Muttermilch definiert die haufigste Infektionsquelle eines Kindes wahrend des
ersten Lebensjahres.'? CMV-seropositive Miitter zeigten in einer Studie von K. Hamprecht et
al. in 96 % der Falle eine Reaktivierung des Cytomegalievirus wahrend des Stillprozesses, die
kumulativen Transmissionsrate auf den Saugling lag hier bei 37 %." Die Inzidenz einer
postnatalen durch die Muttermilch erworbenen CMV-Infektion differiert in der Literatur
zwischen 5,7 — 60 %, abhangig vom Studiendesign und der mdéglichen Handhabung einer
CMV-Inaktivierung. '8

Eine Varianz ist ebenfalls in der Inkubationszeit der postnatalen CMV-Infektion zu beobachten,

diese lag zwischen vier und zwdlf Wochen.™
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Das CMV-infizierte reifgeborene Kind zeigt sich in der Regel durch den Schutz der maternalen
Antikorper (Transfer nach der 28. SSW) sowie durch protektive Bestandteile der Muttermilch
asymptomatisch.?® Die CMV-Infektion des Frilhgeborenen hingegen kann mit schweren
Symptomen einhergehen. Risikofaktoren sind niedrige IgG-Titer, im Falle der Ubertragung via
Muttermilch ein friiher Transmissionszeitpunkt sowie ein geringes

Gestationsalter und -Gewicht.?'=23

48 % (13/27) aller postnatal CMV-infizierten Friihgeborenen (Gestationsalter <32 SSW) weisen
eine milde Klinik und 22 % (6/27) eine schwere Symptomatik auf. Dies zeigte eine prospektive
Kohorten-Studie von P. Bimboese et al. Die CMV-Transmissionsrate via Muttermilch lag in
dieser Studie bei 47 % und ist damit als hoch einzustufen.?* Transmissionsraten sowie
Inzidenzangaben bezlglich Klinik und Langzeitfolgen einer postnatalen CMV-Infektion bei
Friilhgeborenen unterscheiden sich von Studie zu Studie.?*?* Klinisch kann sich das Bild eines
sepsis like syndroms einhergehend mit Apnoe, Bradykardie, grauem Hautkolorit,
Hepatosplenomegalie, Hepatitis, lkterus, distendierendem Abdomen, Lymphadenopathien,
makulopapulésem Exanthem und Laborpathologien in Form von erhOhten Leberenzymen,
Thrombozytopenien und Neutropenien zeigen.'”?%2?” Ferner werden diverse Langzeitfolgen mit
einer pCMV-Infektion in Verbindung gebracht.

A. Stark et al. beleuchteten in ihrem Review den derzeitigen Konsens maoglicher
pCMVLangzeitfolgen, Frihgeborene erfahren ein erhdhtes Risiko fur neurologische und
pulmonologische Komplikationen.?®

Die Diagnostik erfolgt nach Ausschluss einer konnatalen CMV-Infektion des Neugeborenen,
nach den ersten 21 Lebenstagen. Ein Screening auf CMV-DNA mittels PCR kann aus den
Medien Urin, Blut, Liquor, Speichel oder Atemsekret (bronchoalveolaren Lavage) durchgefuhrt

werden.>%

Weisen die Frihgeborenen eine schwere pCMV-Infektion mit Sepsis-ahnlichen Symptomen
und/oder Organmanifestationen (z.B. Hepatitis, Pneumonitis) auf, sollte, neben einer
symptomatischen Therapie, eine antivirale Therapie erwogen werden. Leitlinien sind nicht
vorhanden. Die Therapie befindet sich im Off-label-Bereich. Der Therapieentschluss sollte
interdisziplinar und interindividuell gefasst werden.® Ganciclovir (6 mg/kg 2 x/Tag i.v.) oder

6,29,30

Valganciclovir (16 mg/kg 2 x/Tag i.v.) finden hier Anwendung.
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2.3. Praventionsmalen einer Cytomegalievirus-Transmission durch den Vektor
Muttermilch

Die Muttermilch stellt den haufigsten Transmissionsvektor einer postnatalen

Cytomegalievirus-Infektion dar; diese kann bei Frihgeborenen mit schweren Symptomen

einhergehen (siehe Kapitel 2.2. Die postnatale Cytomegalievirus-Infektion des Frih- und

Reifgeborenen).

Als Praventionsmaflinahme der Transmission gelten unter anderem Erhitzungsprozesse der

Muttermilch, welche zur Eliminierung des Virus beitragen.

2.3.1. Pasteurisierung der Muttermilch mittels Holder-Methode

Der konventionelle Pasteurisierungsprozess der Muttermilch mittels Holder-Methode zeichnet
sich durch eine im Wasserbad durchgefiihrte, 30-minitige Erwarmung der Muttermilch bei 63
+/- 0,5 Grad Celsius aus.*’

Die Holder-Pasteurisierung bietet in jedem Laktationsstadium eine komplette Inaktivierung des
Cytomegalievirus, doch auch protektive und immunitatsfordernde Komponenten der

Muttermilch werden durch den Erhitzungsprozess verandert.'**2

Eine Reduktion relevanter Nahrstoffe, sowie endokrinologischer und immunologischer

Bestandteile wird hervorgerufen.'*18:33-35

Im ,Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition® wurden die durch den
Pasteurisierungsprozess mittels Holder-Methode hervorgerufenen Anderungen der
Muttermilchkompositionen aus diversen Studien zusammengetragen. Resultat des
Pasteurisierungsprozesses sind Beeintrachtigungen und/oder geringere Konzentrationen an
Lysozym, Lactoferrin, Wachstumsfaktoren, Hormonen, Lipase, Leukozyten und
Immunglobulinen (IgM, IgG, IgA, slgA). Zytokine variieren in ihren Anteilen. Humane
Muttermilch-Oligosaccharide (HMOs), der epidermale Wachstumsfaktor und weitere
Nahrstoffe der Muttermilch hingegen werden nicht beeintréachtigt.®

Ferner werden potenziell probiotische Bakterien durch den Pasteurisierungsprozess eliminiert.
Sporen-bildende Bakterien wie Bacillus cereus kénnen (berleben.®* Eine antibakterielle
Aktivitat der Muttermilch gegen Escherischia coli bleibt jedoch bestehen.®® L. Christen et al.
dokumentierten in ihrer Studie zusatzlich eine signifikant hdhere bakterielle Wachstumsrate in
mittels Holder-Methode pasteurisierter Muttermilch im Vergleich zu unbehandelter
Muttermilch.?” Grundlage ist die Zerstérung des bakteriellen Gleichgewichtes

der  Muttermilch. Durch den  Pasteurisierungsprozess erworbene, mogliche

Kontaminationserreger kdnnen sich schneller vermehren.?*
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2.3.2. Empfehlungen zum Umgang mit Muttermilch bei Friihgeborenen von
CMV-seropositiven Muttern (zum Zeitpunkt der Studie)
Bei fehlenden Leitlinien zum Vorgehen der Ernahrung des frihgeborenen Kindes einer
CMVseropositiven Mutter erfolgte im Klinikalltag zum Zeitpunkt unserer Studie eine
Orientierung an den Empfehlungen der Erndhrungskommission der Osterreichischen
Gesellschaft fur Kinder- und Jugendheilkunde & K. Zwiauer aus dem Jahre 2008. Diese
stitzen sich auf die empfohlene Vorgehensweise des California Perinatal Quality Care
Collaborative (CPQCC) (2008)®%, welche auf der damaligen, wissenschaftlichen Datenlage
fult. Die Empfehlung richtet sich an Frihgeborene (Gestationsalter <32+ 0 SSW,
Geburtsgewicht <1500 g) von CMV-seropositiven Muttern und Frihgeborene von Mittern mit
unbekanntem CMVSerostatus. Das Kolostrum und die Muttermilch im Folgenden sollen bei -
20 Grad fur 12 bis
24 Stunden eingefroren und anschlielend verfittert werden. Das Risiko einer pCMVInfektion
des Frihgeborenen soll so minimiert werden. Eine komplette Eliminierung des
Cytomegalievirus wird mit dieser Methode nicht erzielt.*® Das Einfrieren der Muttermilch vor
Verabreichung soll bis zur Vollendung der 32. Gestationswoche erfolgen.*
Das CPQCC spricht sich neben der Nutzung von eingefrorener Muttermilch, fir die alternative
Verwendung pasteurisierter Muttermilch aus.*®
Im Marz 2012 verdéffentlichte die American Academy of pediatrics (AAP) eine neue Bekundung
zum Umgang mit Muttermilch bei Frihgeborenen (Geburtsgewicht <1500 g) von CMV-
seropositiven Muttern. Bei, zum damaligen Zeitpunkt, fehlendem Hinweis auf mit einer pCMV-
Infektion assoziierten neurologischen Langzeitfolgen'’, einer inkompletten Eliminierung des
Virus durch das Einfrieren der Muttermilch®® und einer Beschadigung protektiver Bestandteile
durch den Erhitzungsprozess (siehe Kapitel 2.3.1. Pasteurisierung der Muttermilch mittels
Holder-Methode), wurde die Empfehlung zur Verfiutterung unbehandelter Muttermilch bei
Frihgeborenen von CMV-seropositiven Mittern ausgesprochen.

Die AAP verwies auf die Vorteile unbehandelter Muttermilch fiir das friihgeborene Kind.*'

2.3.3. Empfehlung der neonatologischen Abteilung der Universitatsklinik Koln
bei Friihgeborenen (Gestationsalter </=28 SSW, Geburtsgewicht <1500 g)
zur Pravention einer postnatalen Cytomegalievirus-Infektion (zum
Zeitpunkt der Studie)

In der neonatologischen Abteilung der Universitatsklinik Koln wurde innerhalb der ersten sechs

Monate des Studienzeitraumes ein Vorgehen mit Anlehnung an die Empfehlung der AAP

(siehe Kapitel 2.3.2. Empfehlungen zum Umgang mit Muttermilch bei Frihgeborenen von

CMV-seropositiven Mittern (zum Zeitpunkt der Studie)) verfolgt. Frihgeborene mit einem

Gestationsalter </=28 SSW, einem Geburtsgewicht <1500 g und positiven CMVSerostatus
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(IgG-seropositiv) der Mutter, erhielten in einem sechsmonatigen Zeitraum (08.08.2012 bis
08.02.2013) unpasteurisierte Muttermilch. Dieser Zeitraum umschlie3t die Friihgeborenen der
ersten Kohorte unserer Studie. Das Vorgehen definiert den damaligen Standard der
neonatologischen Abteilung der Universitatsklinik Koln.

Nachdem 2012 mehrere Falle schwerer CMV-Infektionen bei extrem unreifen Friihgeborenen
auftraten, erfolgte am 09.02.2013 eine Umstellung des oben erwahnten Vorgehens, dem
Beginn des Zeitraumes der 2. Kohorte. Die Pasteurisierung der Muttermilch bei
Friihgeborenen, den oben genannten Kriterien entsprechend, definierte nun das empfohlene
Vorgehen in der Klinik.

Bei positivem CMV-Serostatus der Mutter wurden die Eltern hinsichtlich des
CMVTransmissionsrisikos Uber die Muttermilch mit der eventuellen Folge einer postnatalen
Cytomegalievirus-Infektion aufgeklart. Mégliche Kurz- und Langzeitsymptome, sowie Folgen
bei bestehender Fruhgeburt wurden dargelegt.

Die praktizierte Praventionsmalnahme in der Klinik war die Holder-Pasteurisierung der
Muttermilch (siehe Kapitel 2.3.1. Pasteurisierung der Muttermilch mittels Holder-Methode).
Diese Methode wurde den Eltern, mit Beleuchtung der Vor- und Nachteile, durch das arztliche
Personal mittels eines Vordrucks erlautert (siehe Anhang).

Wurde die Pasteurisierung bei CMV-positivem-Serostatus der Mutter abgelehnt und die
Ernahrung mit unbehandelter Muttermilch bevorzugt, war eine Unterschrift seitens der Eltern
erforderlich. Eine Pasteurisierung des Kolostrums wurde nicht durchgefiihrt, dieses wurde

immer unbehandelt verabreicht.

24, Zusammensetzung und Eigenschaften der nicht-pasteurisierten
Muttermilch sowie deren Einfluss auf die Entstehung des kindlichen
gastrointestinalen Mikrobioms

Die Muttermilch stellt einen moglichen Transmissionsvektor fir pathogene Viren - wie das

Cytomegalievirus - und fir schadliche Bakterien dar. Die Vorteile der Erndhrung des reif-

sowie des frilhgeborenen Kindes mit Muttermilch sind jedoch zahlreich.*>4

Muttermilch werden positive Effekte auf die Entwicklung und Reifung des Immunsystems
zugeschrieben, das Risiko frihkindlicher Infektionen und das Auftreten bestimmter

chronischer Erkrankungen (z.B. Diabetes Mellitus, Fettleibigkeit) werden minimiert.*>*

Kohlenhydrate, Fette, Proteine, Mineralstoffe, Vitamine, @ Wachstumsfaktoren,
Immunglobuline sowie eine Vielzahl an vorteilhaften, potenziell probiotischen Bakterien sind

Bestandteile der Muttermilch.*¢-53

Die bakterielle Komposition der Muttermilch, sprich das Mikrobiom der Muttermilch, stellt unter

anderem einen Ausgangspunkt fur die Entstehung des kindlichen gastrointestinalen
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Mikrobioms dar.>**° Diese mikrobielle Grundlage (bt einen Einfluss auf die weitere bakterielle
Kolonisation des Gastrointestinaltraktes (GIT) aus.®®

Laut K. E. Lyons et al. differieren die dominierenden Bakterien-Spezies des Mikrobioms der
Muttermilch je nach Studie. Mit Verweis auf eine Studie von Chen et al. stellen Stapyhlokokken,
Streptokokken, Enterokokken, Enhydrobakter und Rothia die funf haufigsten
Bakteriengattungen dar.>*” Ursprung der Zusammensetzung des Mikrobioms der Muttermilch
bergen unter anderem die bakterielle Kolonisation der Mundhdéhle und Haut von Mutter und
Kind, passend zum vermehrten Auftreten der von Chen et al. gelisteten Staphylokokken- und
Streptokokken-Gattungen. Diese stellen typische Vertreter der Haut- sowie der oralen

Schleimhautflora dar und wurden ebenfalls in anderen Studien detektiert und aufgefiinrt.>®>°

Eine weitere Bakterienquelle der Muttermilch stellt der maternale Gastrointestinaltrakt dar.
Bakterien der mutterlichen Darmflora gelangen Uber einen entero-mammaren Weg in die
Brustdriisen und werden so Bestandteil des Muttermilchmikrobioms.®® In der Literatur wurde
auf den Transfer von Probiotika, wie z.B. Bifidobakterien Uber den entero-mammaren Weg,
hingewiesen.®"%? Protektive Bifidobakterien repasentieren 90 % der Standardflora des
Gastrointestinaltraktes. Ihr Wachstum wird durch HMOs geférdert, wahrend des Stillprozesses
wéchst der Reichtum an Bifidobakterien stetig weiter.®

Bifidobakterium und Lactobacillus sind die dominanten Bakteriengattungen des
gastrointestinalen Mikrobioms eines mit Muttermilch ernéhrten Kindes.®*

Die Ernahrung des neugeborenen Kindes mit Formulanahrung hingegen fihrt zu einer
vermehrten Kolonisation des GITs mit weniger erwiinschten Bakterien wie z.B.

Clostridium difficile.®®

2.5. Die Muttermilch fiir Friihgeborene

Die vielfaltige Zusammensetzung der Muttermilch wirkt durch ihre gesundheitsférdernden
Eigenschaften der Unreife eines frihgeborenen Kindes schiitzend entgegen, sodass auch bei
einer Frihgeburt, wie auch beim reifgeborenen S&ugling, die Erndhrung mit Muttermilch
empfohlen wird.*®

Die Anteile der Muttermilchkomponenten eines Frihgeborenen unterscheiden sich von denen
eines reifgeborenen Kindes.*

In der Muttermilch des Frihchens sind héhere Konzentrationen an Proteinen, Fetten, freien
Aminosauren, immunmodulierenden Faktoren wie dem epidermalen Wachstumsfaktor,
sekretorisches IgA (slgA), HMO sowie Natrium, Zink und Kupfer zu finden.

Lactoferrin und Lysozyme sind ebenfalls in den ersten Lebenstagen in erhdhter

S0.66-72 Muttermilch ist fiir frihe Frilhgeburten haufig die einzige

Konzentration vorhanden.
Quelle des Erwerbs von Immunglobulinen, aufgrund des fehlenden transplazentaren Transfers

dieser im letzten Trimenon der Schwangerschaft.”
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Immunmodulierende Effekte der Muttermilch im Sinne einer Protektion der bereits
bestehenden Immunitat und einer Forderung der Immunitatsreife fihren zur Risikoreduktion
bestimmter, mit der Friihgeburt assoziierter, Erkrankungen.”

Haufige Morbiditaten der Friihgeborenen sind Erkrankungen des atopischen Formenkreises,
die Bronchopulmonale Dysplasie, die Nekrotisierende Enterocolitis (NEC) sowie die
Retinopathie der Frihgeburt.

E. D. Lewis et al. verwiesen in ihrem Artikel auf eine Inzidenzreduktion dieser Erkrankungen

durch die Ernahrung des Friihgeborenen mit Mutter- oder Spendermilch.”+-®!

Frihgeburtliche Infektionen, wie z.B. infektionsbedingte Diarrhoen, Infektionen des oberen
Respirationstraktes, Late-onset-Sepsen (LOS) und Harnwegsinfektionen werden ebenfalls
durch die Gabe von Muttermilch reduziert.®? Ferner ist eine Abnahme der pathogenen fakalen
Bakterienflora des Frithgeborenen zu beobachten.®

Begleitend verwies die AAP auf eine verbesserte und schnellere enterale
Nahrungsaufnahme, sowie eine verbesserte neurologische Entwicklung und ein zigigeres
Wachstum des frilhgeborenen Kindes.*'

2.6. Das Mikrobiom des Frihgeborenen

Das Mikrobiom, die Gesamtheit aller Bakterien, Viren und Pilze umfassend, welche den
menschlichen Kdrper kolonisieren®, beeinflusst die Gesundheit eines jeden Individuums ein
Leben lang.®

Den gréBten Anteil des menschlichen Mikrobioms reprasentiert der GIT.2® Einen relevanten
Einflussfaktor und somit eine Grundlage fur die Entstehung des intestinalen Mikrobioms
stellt die Muttermilch dar.%®

Die Erndhrung des frihgeborenen Kindes mit Muttermilch gewahrleistet einen stetigen

Transfer von Bakterien zwischen Mutter und Kind.®”

Eine groRRe Variabilitdt an Mikroorganismen gilt als protektiv. Sie verhindert die
Uberpopulation einzelner pathogener Organismen, welche in einer negativ assoziierten
Dysbiose mit dem erhdhten Risiko von Krankheiten resultiert.®

Im Vergleich zu reifen Neugeborenen weisen Friihgeborene eine geringere Variabilitat des
gesamten Mikrobioms auf.?® Olm et al. beschrieben in inrer Studie die gleichen bakteriellen
Populationen bei Frihgeboren bezogen auf das Mikrobiom der Haut, des Mundraumes,

sowie des GIT; Resultat ist eine geringere Diversitat der mikrobiellen Gesamtheit.*°
Eine Geburt des frilhgeborenen Kindes mittels Kaiserschnitt® %2, eine Erndhrung mit
Formulanahrung®, eine antibiotische Behandlung der Mutter wahrend der Schwangerschaft

rt92,93

und des Kindes nach der Gebu sowie ein Krankenhausaufenthalt auf einer

neonatologischen Intensivstation mit resultierenden Behandlungsinterventionen® - haufige
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Begleitumstande, die das Leben eines frihgeborenen Kindes pragen - bergen die Risiken einer
reduzierten bakteriellen Vielfalt, das Auftreten von pathogenen Organismen und der
Entstehung einer Dysbiose.*

Das intestinale Mikrobiom ist Bestandteil metabolischer, nutritiver, immunologischer, sowie
protektiver Prozesse und ist entscheidende Grundlage einer intakten Immunabwehr.*
Friihgeborene weisen auch hier eine geringere mikrobielle und somit bakterielle Vielfalt auf,
eine Instabilitat resultiert. Es zeigen sich vermehrt pathogene Erreger wie Proteobakterien
und Enterobakteriaceae, gesundheitsférdernde Bakterien (z.B. Bifidobakterien) sind in

reduzierten Umfang vorhanden.®’

2.7. Bakterielle Infektionen des Fruhgeborenen
Bakterielle Infektionen und Sepsen des Friihgeborenen sind ein haufiges Akutgeschehen post

partum; Langzeitfolgen gelten als mdgliches Resultat.?®

Klinisch kann sich das Bild einer Early-
onset-Sepsis (EOS) zeigen. Symptome treten hier priméar in den ersten 24 Stunden des Lebens
auf, sind jedoch bis zu 72 Stunden nach Geburt méglich. Eine B-Streptokokkenlnfektion im
Zeitraum von sieben Tagen nach Entbindung gilt ebenfalls als EOS. Differenziert wird eine
Late-onset-Sepsis (LOS), welche nach oben genannten Zeitangaben auftritt und auf der
Grundlage eines anderen Erregerspektrums basiert.*

Des Weiteren erlangt die nosokomiale Sepsis einen bedeutenden Stellenwert in der
Neonatologie. Per Definition gelten Hospitalkeime, Erreger des Patienten oder der
Angehoérigen  meist als Ursprung dieser Infektion.  Eintrittspforten  kdnnen
Behandlungsmalnahmen, wie z.B. die Anlage eines Katheters, darstellen. Definitionsgeman
zeigt sich drei Tage nach Krankenhauseintritt eine entsprechende Symptomatik.'®'%" Das
AWMF-Leitlinien-Register beschreibt in den Leitlinien zu ,bakteriellen Infektionen bei
Neugeborenen“ auf der Grundlage des Neo-KISS (Surveillance System nosokomialer
Infektionen flr Frihgeborene mit einem Geburtsgewicht <1500 g auf der neonatologischen
Intensivstation), welches sich auf die Sepsis-Kriterien des ,,Center for Disease Control“ (CDC)
bezieht, drei Kategorien der nosokomialen Sepsis. Je nach Kategorie missen Kriterien
hinsichtlich Erregernachweis und Klinik des Friihgeborenen erfillt sein. Unterschieden wird
zwischen einer klinischen Sepsis ohne Erregernachweis, einer Sepsis mit Erregernachweis
(nicht-Koagulase-negative Staphylokokken) und einer mikrobiologisch bestatigten Sepsis mit
Koagulase-negativen Staphylokokken (KNS).'9%'%* Als Ursache einer EOS und einer LOS
werden diverse Bakterien bei Frihgeborenen beobachtet. Das Erregerspektrum ist mit den
perinatalen Gegebenheiten (invasive medizinische Prozeduren, Antibiotika-Behandlungen von
Kind und/oder Mutter, vorzeitigem Blasensprung) und dem Gestationsalter assoziiert. Primarer
Ursprung bakterieller Variationen einer EOS stellt die Kolonisation der maternalen Vagina dar.
Die zwei haufigsten Erreger einer EOS des Friihgeborenen mit einem Geburtsgewicht <1500
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g sind, in absteigender Reihenfolge, E. coli und Streptokokken der Gruppe B. Eine geringere
Inzidenz zeigen Haemophilus influenzae, KNS, Listerien, Candida, Enterobakterien und
Anaerobier (absteigende Reihenfolge).'®'% Enterobacter spp., Klebsiella spp. Pseudomonas
spp. oder Ampicillin-resistenter E. coli sind bei Friihgeborenen, deren Mutter vor der Geburt
Uber einen Zeitraum von mindestens zwei Tagen eine antibiotische Therapie erhielten,

nachzuweisen.'”’

Das Erregerspektrum der LOS wird gepragt durch medizinische
Interventionen, wie z.B. die Nutzung von Beatmungstuben. Bei Frihgeborenen sind primar
KNS, Stapyhlokokkus aureus und Enterobakterien mittels bakteriologischer Diagnostik
nachzuweisen. 20 % aller LOS bei Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht <1500 g werden
durch gramnegative Bakterien verursacht.'®®'% Nicht bakterielle Erreger im Sinne von Virus-
und Pilzinfektion zeigen sich nur vereinzelt."'%'"3 Risiken und Ursachen bakterieller Infektionen
des Neu-/Frihgeborenen stellen klinische Symptome einer maternalen Infektion
(Korpertemperatur >38,0 Grad Celsius axillar, CRP >20 mg/dl), ein vorzeitiger Blasensprung
(>18 Stunden vor Geburt) und verfriilhte Wehen dar."*""® Ferner birgt die Unreife des
Friilhgeborenen, mit Bezug auf die Immunitat, einen wesentlichen Risikofaktor.?®

Klinisch prasentiert das Neugeborene unspezifische Symptome. Auf eine Sepsis hinweisend
kénnen eine  Temperaturinstabilitdit  sowie  eine  steigende  zentral-periphere
Temperaturdifferenz sein. Veranderungen des Hautkolorits (grin-ikterisch, blass-grau),
Pathologien des Kreislaufes (Tachykardie, Hypotonie, Zentralisierung) und der Atmung
(Apnoe, progredienter Sauerstoffbedarf, Sattigungsabfalle) sowie neurologische Symptome
(muskulare Apathie, Hypotonie) sind mdoglich. Neurologische und respiratorische
Symptomkomplexe mit begleitenden abdominellen Pathologien und Hyperglykédmien stehen
im Vordergrund einer bakteriellen Infektion des Friihgeborenen. Folgen kénnen ein septischer

Schock sowie eine bakterielle  Meningitis  darstellen.'0%'%3

Diagnostisch  sind
Laboruntersuchungen bei Verdacht auf eine Infektion essenziell, vor allem mit zunehmender
Unreife des Neugeborenen. In den Leitlinien zu ,bakteriellen Infektionen bei Neugeborenen®
werden die Bestimmung des CRPs, von Interleukin-6 oder Interleukin-8, und eine Abnahme
des Differenzialblutbildes (I/T-Quotient) empfohlen.'®"='2" Der Erregernachweis mittels
bakteriologischer Diagnostik gilt als Grundlage des therapeutischen Managements. Die
konventionelle Erregeranzucht mit folgendem Antibiogramm findet, laut Leitlinien der
,bakteriellen Infektionen bei Neugeborenen®, in der Neonatologie bevorzugt Verwendung.'®
Empfohlen wird die Abnahme einer aeroben Blutkultur des betroffenen Frih-/Reifgeborenen
vor Beginn und/oder Umstellung der antibiotischen Behandlung.'9%'?212® Des Weiteren
verweisen die Leitlinien auf ein wochentliches Screening zur Status-Erhebung der Kolonisation
bei intensivmedizinisch behandelten Frih- und Reifgeborenen. Klinisch sollte eine
Differenzierung zwischen Kolonisation und Infektion erfolgen. Dies sind Empfehlungen der
Kommission fiir Krankenhaushygiene und Infektionspravention (KRINKO).'%212* Bei klinischer

Indikation kann erganzend eine Urindiagnostik oder Lumbalpunktion des Kindes durchgefiihrt
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werden.'® Weist das Neugeborene eine Symptomatik auf und besteht der Verdacht einer
bakteriellen Infektion, so sollte, nach erfolgter Erreger-Diagnostik, schnellstmdglich eine
empirische Antibiotika-Therapie eingeleitet werden. Die Epidemiologie der neonatologischen
Intensivstation (multiresistente Erregerkolonisation der Neugeborenen, Erreger- und
Resistenzstatistik) sowie die Anamnese des betroffenen Kindes sollten als Grundlage der
kalkulierten, antibiotischen Therapie fungieren und regelmaRig Uberprift sowie angepasst
werden. Eine kombinierte, antibiotische Therapie kann ein breites Erregerspektrum erfassen,
verbindliche  Vorgaben zum  Therapieregime sind jedoch nicht vorhanden.
Therapieumstellungen und ggf. Deeskalationen sollten bei vorhandenem Resistogramm eines
Sepsis- oder Meningitiserregers erfolgen. Neben der antibiotischen Therapie sollte begleitend
eine supportive symptomatische Therapie erfolgen. Als Praventionsmafinahme einer LOS wird
auch in den Leitlinien unter anderem auf das Stillen des Neugeborenen zur Reduktion der

Infektionsinzidenz verwiesen.'%?

2.8. Gramnegative Bakterien

Bakterien sind Bestandteil der physiologischen Kolonisation des menschlichen Korpers, stellen
jedoch auch haufig die Ursache von Infektionserkrankungen dar. Ein wichtiger Bestandteil in
der medizinischen Diagnostik zur Differenzierung der verschiedenen Bakterien ist die
Gramfarbung. Es gelingt eine Einteilung in grampositive, blau gefarbte Bakterien, und
gramnegative, unter dem Lichtmikroskop rot erscheinende, Bakterien. Entscheidend fur die
Differenzierung ist die Peptidoglykanschicht der Zellhiille.'

Differenzen weisen gramnegative und grampositive Bakterien jedoch nicht nur im
Farbeverhalten, sondern auch hinsichtlich ihrer Virulenzeigenschaften und

Antibiotikaempfindlichkeit auf.?

Gramnegative Bakterien zeichnen sich durch einen mehrschichtigen Aufbau der Zellhdlle aus.
Die Peptidoglykanschicht besteht aus einer diinnen, oligomolekularen Schicht, welche von
einer aulReren Membran umgeben ist. Letztere ist bei grampositiven Bakterien, inklusive ihrer
Funktionen, nicht vorhanden.

Die auBere Membran der gramnegativen Bakterien setzt sich aus einer Doppelschicht
zusammen. Phospolipide bilden den inneren Anteil der Membran. Die aufdere Schicht besteht
aus Lipopolysacchariden. Hier werden, von auf3en nach innen, drei makromolekulare Anteile
differenziert: O-Antigene, Kernpolysaccharide und das Lipid A, auch Endotoxin genannt.
Lipopolysaccharide besitzen die Eigenschaft zur Aktivierung der Gerinnung und der
Fibrinolyse, zur Aktivierung des Bradykinin- sowie des Komplementsystems. Klinische Folgen
sind eine Verbrauchskoagulopathie, Vasodilatation und Entziindungsreaktion. Fieber und die
Akute-Phase-Reaktion kénnen durch die Stimulation von Makrophagen resultieren. Méglicher

Ausgang ist ein septischer Schock. Weitere Bestandteile der duleren Membran stellen Porine,
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Proteine mit Porenfunktion, welche bedeutend fir die selektive Permeabilitat der Membran
sind und Proteine sowie Lipoproteine dar. Letztere bilden Brickenstrukturen zwischen der
Peptidoglykanschicht und der auleren Membran. Auch sie kénnen eine Aktivierung des
Immunsystems induzieren."?®

Eine durch gramnegative Bakterien angeflhrte Dysbiose bei Frihgeborenen gilt als

Risikofaktor intestinaler Erkrankungen.'?’

2.8.1. Die vier haufigsten gramnegativen Bakteriengattungen der Studie
Erwahnung finden hier die vier haufigsten gramnegativen Bakteriengattungen, welche
innerhalb des Studienzeitraumes im Gesamtkollektiv beobachtet werden konnten.
Inzidenzangaben zu den jeweiligen Bakteriengattungen finden sich im Ergebnisteil (siehe
Kapitel 4. Ergebnisse).

2.8.2. Enterobacter Spezies (spp.)

Die Gattung Enterobacter wird zur Familie der Enterobakterien gezahlt. Enterobakterien
umfassen diverse Gattungen gramnegativer pathogener Erreger.

Eine klinische Differenzierung erfolgt in fakultativ und obligat pathogene Bakteriengattungen.
Viele Enterobakterien-Gattungen sind Bestandteil der physiologischen Darmflora und gelten
somit als fakultativ pathogen. Pathogene Eigenschaften erlangen sie nur, wenn eine
Delokalisation stattfindet. Nicht zur physiologischen Darmflora gehérende Enterobakterien
gelten als obligat pathogen. Sie kénnen Enteritiden und folgend systemische Infektionen

hervorrufen.'?®

Die Gattung Enterobacter gilt als fakultativ pathogen. Ihr Habitat ist die menschliche Darmflora,
ebenso wie das Wasser, die Erde und Pflanzen."?®'%

Enterobacter spp. sind Bestandteil der ESKAPE-Gruppe (Enterokokkus faecium,
Staphylokokkus areus, Klebsiella pneumoniae, Acinteobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter Spezies). Diese gelten als flhrende Erreger resistenter
nosokomialer Infektionen, welche primar auf den Intensivstationen vorzufinden sind. Vorrangig
immuninkompetente Patienten, wie z.B. Frih- und Reifgeborene, mit multiplen Komorbiditaten
und langer Liegedauer sind betroffen.’®® Haufig diagnostizierte Spezies der Gattung
Enterobacter im Rahmen nosokomialer Infektionen sind Enterobacter cloacea und
Enterobacter aerogenes. Das klinische Spektrum der nosokomialen Infektionen zeigt sich breit.
Bakteridmien, Infektionen der unteren Atemwege, Harnwegs-, Haut- und Weichteilinfektionen,
intraabdominelle Infektionen, septische Arthritiden, Osteomyelitiden sowie Endokarditiden
kénnen auftreten.'?'31132 Dje Krankheitsbilder einer Sepsis, Meningitis und NEC bei
Frihgeborenen kénnen haufig durch die Spezies Cronobacter (Enterobacter) sakazakii

beobachtet werden. Kontaminierte S&uglingsnahrung kann zur Ubertragung und folgender
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Infektion fihren.'?® Die antibiotische Therapie nosokomialer Enterobacter-Infektion zeigt sich
erschwert. Die meisten Enterobacter spp. weisen eine breite Resistenz gegen Penicilline,
Chinolone und Cephalosporine der dritten Generation auf, welche auf vorangegangenen
Therapien und Resistenzverhalten infizierten Patienten begrindet liegen. Effektive
Verwendung finden Cephalosporine der vierten Generation, Carbapeneme und

Aminoglykoside."*

2.8.3. Klebsiella Spezies (spp.)

Bakterien der Gattung Klebsiella sind ebenfalls der Familie der Enterobakterien zugehoérig und
somit als gramnegative Stabchen zu klassifizieren. Wasser, Erde und Pflanzen sind auch hier
Habitat der Bakterien. Ferner gelten Sie als Bestandteil des physiologischen Darmmikrobioms
und besitzen fakultativ pathogene Eigenschaften. Klebsiella pneumoniae gilt als die
relevanteste Spezies dieser Gattung. Ein haufiges Krankheitsbild stellt die Pneumonie dar.
Primar immuninkompetente Patienten sind risikobehaftet. Ambulant erworbene oder
nosokomial Formen sind mdglich. Weitere Klebsiella pneumoniaeassoziierte Krankheitsbilder
sind Exazerbationen chronischer Bronchitiden, Harnwegs- und Weichteilinfektionen bis hin zur
Sepsis. Als Quelle kénnen durch das Krankenhauspersonal kontaminierte Materialien sowie
pflanzliche Lebensmittel in Betracht gezogen werden.'?'?8 |n einer Studie von Y. Qing Lee et
al., durchgefuhrt auf einer neonatologischen Intensivstation, wurde Uber Ausbriiche multi-drug-
resistenter Bakterien bei Frihgeborenen berichtet. ESBL-produzierende (Extended Spectrum
Beta-Laktamase) Klebsiella pneumoniae, ein multiresistenter und schwer zu therapierender
Stamm, stellte in der Studie die dominierende Spezies dar.'?®'3* Y. Chen et al. publizierten in
ihrer Studie ebenfalls den Nachweis von Klebsiella pneumoniae als dominanteste Spezies bei
Frihgeborenen. Weitere in der Studie isolierte Spezies der Klebsiellen waren K. grimontii und
K. michiganensis. Diese aus dem Darm der Frihgeborenen gewonnenen gramnegativen
Bakterien zeigten ein Resistenzverhalten gegenuber Makrophagen und somit eine
Standhaftigkeit gegeniiber dem Immunsystem.'* Klebsiella spp. besitzen, neben haufigen
Antibiotika-Resistenzen, diverse Virulenzfaktoren. Eine GbermafRige Kolonisation des Darms
mit der Gattung Klebsiella beim Frihgeborenen, ist mit dem Auftreten einer LOS, einer

nosokomialen Infektionen sowie einer NEC assoziert.'34 '3

2.8.4. Escherichia Spezies (spp.) (E. coli)

Die gramnegative Bakteriengattung E. coli ist ebenfalls der Familie der Enterobakterien
zugehorig. Die Gattung differenziert zwischen obligat pathogenen und fakultativ pathogenen
Stammen, welche Bestandteil der physiologischen Darmflora sind. Insgesamt werden finf
Pathovare klassifiziert.

Fakultativ pathogene E. coli-Stamme kdnnen extraintestinale Infektionen als Opportunisten
hervorrufen, Voraussetzung hierfir sind spezifische Pathogenitatsfaktoren (z.B. P-Fimbrien).
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Entziindungen des Bauchraumes (Appendizitis, Peritonitis, Cholezystitis/Cholangitis), Wund-
und Harnwegsinfektionen sowie nosokomiale Pneumonien kdnnen die Folge sein. Sepsen und
Meningitiden werden bei Neugeborenen am haufigsten durch E. Coli verursacht.'?

D. D. Flannery et. al. zeigten in ihrer Studie E. coli als haufigsten Erreger einer EOS bei sehr
frihen Frihgeburten und Frihgeburten an der Grenze zur Lebensfahigkeit; Mortalitat und
Morbiditat waren dabei, im Vergleich zu nicht infizierten Frilhgeburten, erhéht."®

Obligat pathogene E. coli-Stamme sind nicht Bestandteil der physiologischen Darmflora. Eine
Ubertragung erfolgt durch kontaminierte Nahrungsmittel oder Schmierinfektionen, das Resultat
sind Enteritiden mit Diarrhoen.

Symptomatische Therapien werden empfohlen und Antibiotika nur in Ausnahmefallen
verabreicht. Verbesserte Hygienestandards gelten als effektive PraventionsmaRnahmen.'?® E.
coli, sowie weitere gramnegative Bakteriengattungen zeigen eine progrediente Resistenz
gegen Ampicillin und seinen Derivaten, Piperacillin und Mezlocillin, begleitend kdnnen

Aminoglykosid-Resistenzen auftreten.'"1%®

2.8.5. Acinetobacter Spezies (spp.)

Die Gattung Acinetobacter sind zugehdrig zur Familie der Moraxellaceae. Die Spezies
zeigen sich omniprasent, ihr Nachweis ist im Wasser, in der Erde, aus Nahrungsmitteln,
tierischen Ausscheidungen sowie in Kliniken mdglich. Hier sind sie haufig als Kolonist auf
der Haut des Krankenhauspersonals zu finden, eine Kontamination medizinischer
Materialen sowie Besiedlungen der Patienten konnen die Folge sein. Neben der Haut ist ein
temporarer Nachweis der Gattung Acinteobacter auf den Konjunktiven, im Pharynx und
Gastrointestinaltrakt sowie in der Vagina mdglich. Acinetobacter spp. gelten als
opportunistischer Erreger, Infektionen kdénnen bei vorliegendem Immundefizit auftreten.
Differenziert wird zwischen einer ambulant und der haufiger nosokomial erworbenen
Infektion. Das Risiko einer nosokomialen Infektion durch Acinetobacter spp. steigt durch
eine lange Hospitalisierung, eine intensivmedizinische Behandlung, die Einnahme von
Breitspektrumantibiotika sowie durch eine maschinelle Beatmung und parenterale
Ernahrung. Klinisch dominiert die beatmungsassoziierte Pneumonie, Bakteridamien und ein
septischer Schock kénnen folgen. Weitere Infektionsherde kénnen in Wunden, Haut- und
Weichteilen, sowie an den Harnwegen auftreten. Ein Grolf3teil der Infektionen wird durch die

Spezies Acinetobacter baumanii verursacht.'3%140

Reif- und vor allem Friihgeborene zeigen ein erhdhtes Risiko fir ein Infektionsgeschehen.
A. S. De et al. publizierten in ihrer Studie eine Inzidenz der durch Acinetobacter spp.
erworbene neonatalen Sepsis von 9,18 %, die Mortalitéat lag in ihrer Studie bei 20 %.
Hauptrisikofaktoren, welche die Studie darlegt, waren eine Frihgeburt und ein niedriges

Geburtsgewicht der Patienten. Auch hier zeigt sich Acinetobacter baumanni als fihrende
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Spezies mit erhéhtem Mortalitatspotential, verglichen mit anderen Acinetobacter Spezies.'’
Die Therapie einer durch Acinetobacter spp. induzierten Infektion ist aufgrund der
hochgradigen Antibiotika-Resistenzen erschwert und sollte Antibiogramm-gerecht

erfolgen.'®

2.8.6. Weitere gramnegative Bakteriengattungen der Studie

Erwahnung finden hier alle weiteren gramnegativen Bakteriengattungen, welche innerhalb des
Studienzeitraumes in beiden Kohorten beobachtet werden konnten.

Inzidenzangaben zu den jeweiligen Bakteriengattungen sind im Ergebnisteil zu finden (siehe

Kapitel 4. Ergebnisse).

Serratia, Proteus und Citrobacter sind weitere Bakteriengattungen gramnegativer Stabchen,
welche zur Familie der Enterobakterien gehoren.

Serratia spp. sind in der Erde, im Wasser, auf Pflanzen sowie im menschlichen Darm- und
Respirationstrakt zu finden. Immuninkompetente Patienten kénnen Infektionen des
Respirationstraktes und der Harnwege, Wundinfektionen und Endokarditiden bis hin zur
Sepsis erleiden.’”® Auf den neonatologischen Intensivstationen gilt die Spezies Serratia
marcescens zunehmend als relevanter Erreger nosokomialer Infektionen; neurologische
Krankheitsbilder im Sinne einer Meningitis kdnnen Folge sein."*?

Habitat der Gattung Proteus sind ebenfalls Erde, Wasser und die menschliche Darmflora.
Proteus spp. gelten als opportunistische Erreger. Harnwegsinfektionen sind haufig, weitere
Infektionen kdénnen Meningitiden und Endokarditiden sowie Sepsen darstellen. Proteus
vulgaris und mirabilis sind die beim Menschen primar isolierten Spezies.

Citrobacter gilt ebenfalls als fakultativ pathogene Bakteriengattung. Spezies dieser Gattung
sind Bestandteil der physiologischen Darmflora. Nosokomiale Infektionen kénnen vor allem bei

immuninkompetenten Patienten hervorgerufen werden.'?®

143-

Die Gattung Aeromonas ist
Bestandteil der Familie Aeromonadacea.*'*® Natiirliches Habitat sind Gewasser.™® Priméar
immuninkompetente Patienten kénnen, durch fir den Menschen pathogene Spezies, an

Gastroenteritiden, Wundinfektionen, Bakteridmien und Sepsen erkranken. '
Neisseria spp. gehdren der Familie Neisseriiaceae an. Gonokokken (Neisseria gonorrhoeae)

und Meningokokken (Neisseria meningitidis) sind bekannte humanpathogene Spezies, sie
kommen nur beim Menschen vor. Eine vaginale Gonokokkeninfektion mit dem klinischen Bild
einer Gonorrhoe kann sub partum eine gonorrhoische Pharynigitis und Konjunktivitis des
Neugeborenen hervorrufen. Erwachsene zeigen primar eine genitale
Krankheitsmanifestation.

Eine Infektion durch Meningokokken kann einen schwer kranken Patienten prasentieren, eine
eitrige Meningokokkenmeningitis mit Hautveranderungen und neurologischen Spatfolgen bis

hin zum Tod sind méglich.'
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Die Standige Impfkommission (STIKO) empfiehlt eine Impfung fir alle Kinder im zweiten
Lebensjahr gegen Menigokokken der Serogruppe C mit einem Menigokokken-
CKonjugatimpfstoff. Bei erhohtem Risiko sollte zusatzlich eine Impfung mit einem

Meningokokken-ACWY-Konjugatimpfstoff, sowie mit einem Meningokokken-B-Impfstoff

148 t 147

erfolgen'*®. Weitere apathogene, kommensalische Neisserienarten sind bekann

Die Gattung Pseudomonas gehdren zur Familie der Pseudomonadaceae.'%'#°

Relevanteste Spezies ist Pseudomonas aeruginosa, sie zeichnet sich durch eine hohe
Umweltresistenz aus. Als Feuchtkeim ist Pseudomonas aeruginosa im Wasser, in der Erde
sowie in Pflanzen vorzufinden, eine geringe Kolonisation der Bevdlkerung ist zu beobachten.
Als opportunistischer Infektionserreger verursacht die Spezies fihrend nosokomiale
Pneumonien bei beatmeten Patienten sowie Wund- und Harnwegsinfektionen. Haut- und
Nagelinfektionen durch Feuchtarbeit im ambulanten Rahmen kénnen ebenfalls resultieren.'*
Xanthomonadaceae ist die zugehdrige Familie der Gattung Stenotrophomonas.'3%1%°
Stenotrophomonas maltophilia gilt als relevanteste humanpathogene Spezies. Habitat sind
Wasser, Erde und Pflanzen, zudem ist die Spezies auf Klinikmaterialen vorzufinden. Eine
Ubertragung von Patient zu Patient ist méglich. Nosokomiale Pneumonien, Harnwegs- und
Hautinfektionen sowie Bakteriamie sind Folge des opportunistischen Erregers.
Charakteristisch fur Pseudomonas aeruginosa und Stenotrophomonas maltophilia ist eine
hohe Antibiotikaresistenz.®

2.9. Zielsetzung und Fragestellung der Studie

Die Frage nach der Verabreichung pasteurisierter Muttermilch bei Frihgeborenen von CMV-
IgG-seropositiven Muttern ist noch immer Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen.
Leitlinien sowie einheitliche, internationale Empfehlungen sind nicht vorhanden.

Die mittels unbehandelter Muttermilch Ubertragene pCMV-Infektion des Frihgeborenen
kann mit schweren akuten Symptomen, dem klinischen Bild einer Sepsis entsprechend, und
neurologischen sowie pulmonologischen Komplikationen als Langzeitfolgen einhergehen
(siehe Kapitel 2.2. Die postnatale Cytomegalievirus-Infektion des Fruh- und Reifgeborenen).
Durch den Pasteurisierungsprozess der Muttermilch wird eine Ubertragung des
Cytomegalievirus verhindert, jedoch werden fur das Friihgeborene und dessen Entwicklung
relevante protektive und immunitatsférdernde Bestandteile beschadigt. Es besteht eine
Assoziation zum Auftreten bestimmter Erkrankungen, Infektionen, Sepsen und mdglichen
Langzeitfolgen. Sowohl die Unreife und die kritischen Kompositionen der Friuhgeburt als
auch die bakterielle Kolonisation des Kindes stellen Pradispositionsfaktoren dar.

Um eine Reduktion der Inzidenz nosokomialer Infektionen bei Friihgeborenen zu erreichen,
hat die KRINKO Empfehlungen zur ,Pravention nosokomialer Infektionen bei

neonatologischen Intensivpflegepatienten mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g“ aus dem
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Jahre 2007 im Januar 2012 neu formuliert. Bestandteil der neuformulierten Empfehlungen
ist die wochentliche Durchfiihrung eines klinisch-mikrobiologischen Screenings zur
Dokumentation des  Kolonisationsstatus  bei intensivmedizinisch  behandelten
Frilhgeborenen.'®* Multiresistente Erreger, die den GIT und den Nasopharynx besiedeln,
sollen mittels Anal- und Rachenabstrich friihzeitig detektiert werden. Kasusabhangig sollen
erganzend Abstriche aus weiteren Fokusherden erfolgen. Bei klinischem Verdacht auf eine

Infektion kann so zeitnah eine kalkulierte antibiotische Therapie eingeleitet werden.''~"’

Zielsetzung der vorliegenden retrospektiven klinischen Beobachtungsstudie war es, den
Einfluss des Pasteurisierungsprozesses der Muttermilch nach Holder-Methode auf den
Kolonisationsstatus der Frihgeborenen (Gestationsalter </= 29 SSW, Geburtsgewicht
<1500 g) mit gramnegativen Bakterien zu untersuchen und einen eventuell bestehenden
Zusammenhang zu detektieren.

Stellt die Muttermilchpasteurisierung (bei CMV-positivem Serostatus der Mutter) einen
Risikofaktor fur eine vermehrte bakterielle gramnegative Kolonisation und somit eine
gramnegative gefuhrte Dysbiose mit mdglichen klinischen Folgen fur das Fruhgeborenen
dar?

Grundlage der Studie war der Vergleich der bakteriellen gramnegativen Kolonisation zweier
Kohorten mit Fruhgeborenen der Neonatologischen Abteilung der Universitatsklinik Koln vor

und nach Wiedereinfihrung der Muttermilchpasteurisierung bei CMV-IgG positiven Muttern.

Es erfolgte die Betrachtung und Gegenlberstellung der bakteriellen gramnegativen

Kolonisation individuen- und kohortenbezogen.
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3. Material und Methoden
3.1. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv schlie3t mannliche und weibliche Frihgeborene </=29 SSW mit
Geburtsdatum im Zeitraum vom 08.08.2012 bis zum 06.08.2014 sowie einem Geburtsgewicht
<1500 g ein und l&sst sich bezlglich des Kriteriums der

Muttermilchpasteurisierung in zwei Kohorten untergliedern.

Alle Frihgeborenen befanden sich in neonatologisch intensivmedizinischer Behandlung an der
Universitatsklinik KoIn.

Die erste Kohorte, bestehend aus 25 Friihgeborenen, erhielt nicht pasteurisierte, rohe (zum
Teil vorab eingefrorene, zum Teil nichteingefrorene) Muttermilch und bezog sich auf einen
sechsmonatigen Zeitraum vom 08.08.2012 bis zum 08.02.2013.

Die zweite Kohorte umfasst ebenfalls ein Kollektiv von 25 Frihgeborenen und schloss den
Zeitraum vom 09.02.2013 bis zum 06.08.2014 ein.

Ziel war es, jeweils 25 Frihgeborene fur beide Kohorten zu akkreditieren, in der zweiten
Kohorte war hierfir ein langerer Zeitraum von ber 6 Monaten erforderlich.

Far das Patientenkollektiv der zweiten Kohorte galt die Erndhrung mit pasteurisierter
Muttermilch als Voraussetzung. Das Vorliegen eines CMV-IgG positiven Serostatus der
Mutter als Einschlusskriterium stellte die Indikation zur Muttermilchpasteurisierung dar. Die
Frihgeborenen der zweiten Kohorte erhielten pasteurisierte Muttermilch und/oder
pasteurisierte Spendermilch. Beide Ernahrungsformen wurden in der Studie gleichgesetzt.

In beiden Kohorten erfolgte teilweise eine Supplementierung weiterer Nahrstoffe inklusive
Vitamin D, Eisen und Eiweil® durch die Verabreichung von Nestle Beba FM85
Frauenmilchsupplement Pulver.

Die Sectio definierte in beiden Kohorten den primaren Geburtsmodus. In Kohorte 1 waren
n=20 und in Kohorte 2 n=22 Kaiserschnitte zu verzeichnen, n=5 Spontangeburten und n=3
Spontangeburten erfolgten in Kohorte 1 und 2.

Es liegen zwei Kohorten vor, die sich bezluglich des Kriteriums der
Muttermilchpasteurisierung unterscheiden. Im Hinblick auf dieses Kriterium wurde die
Kolonisation der Frihgeborenen mit gramnegativen Bakteriengattungen aufgefuhrt,

verglichen und ausgewertet.

3.2. Material zur Erhebung des Kolonisationsstatus

Orientierend an den Empfehlungen der KRINKO zur ,Pravention nosokomialer Infektionen bei
neonatologischen Intensivpflegepatienten mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g“ aus dem
Jahre 2012 wurden einmal wochentlich Routineabstriche mittels eines Abstrichtupfers (Firma
SARSTEDT) aus dem Ohr, aus dem Magensaft sowie anal/rektal gewonnen. Eine

Differenzierung der Entnahmelokalisationen erfolgte in der vorliegenden Studie nicht.
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Ebenso wurde nicht zwischen der Gewinnung eines routinemaflig durchgefiihrten
Screeningabstriches und der Ausfiihrung bei vorliegendem Infektionsverdacht differenziert.
Pro Woche wurde nur ein Abstrichdatum eines jeweiligen Friuhgeborenen in die Auswertung
mit aufgenommen.

Dokumentiert wurde, ob eine Bakteriengattung an dem jeweiligen Datum vorhanden war.

Die Materialgewinnung wurde durch das Pflegepersonal der neonatologischen Intensivstation
durchgefiihrt und die Daten anschlief3end in das mikrobiologische Labor der

Universitat Koln eingepflegt. Erganzend wurden die Daten im NEO-Kiss (SurveillanceSystem

nosokomialer Infektionen fur Frihgeborene auf Intensivstationen) dokumentiert.

3.3. Art der Studie und Datensatz

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine retrospektive klinische
Beobachtungsstudie, welche auf der neonatologischen Intensivstation der Universitatsklinik
Koln durchgefuhrt wurde. Die erforderlichen Daten zur Studie wurden aus den digitalisierten
Krankenakten der Patienten des Universitatsklinikums Koln gewonnen und anhand eines
tabellarischen Verfahrens mit Excel verarbeitet, welches als Fundament der statistischen
Auswertung diente. Die Datenerhebung erfolgte vom

08.08.2012 bis zum 09.05.2014.

3.4. Gemessene Variablen
Gemessene Variablen der Studie sind das Geschlecht (mannlich/weiblich), das Gestationsalter
(Tage), das Geburtsgewicht (kg), die Muttermilchpasteurisierung (ja/nein) sowie die

Bestimmung der gramnegativen Erreger.

3.5. Berechnete Variablen

Die individuelle Beobachtungszeit wurde als die Summe der Wochen mit Durchfihrung eines
relevanten Abstriches Uber die gesamte Studienzeit (14 Wochen) berechnet. Der Anteil
gramnegativer Bakterien wurde pro Gruppe (Muttermilchpasteurisierung), bezogen auf die
Gesamtstudienzeit fur alle gramnegativen Bakterien zusammen und fir jedes einzelnen
gramnegative Bakterium ermittelt.

Die Anzahl der Bakterien gibt die Haufigkeit des Auftretens verschiedener
Bakteriengattungen wieder. Fur die unterschiedlichen Gruppen wird ebenfalls die mittlere
Anzahl verschiedener Bakteriengattungen angegeben. Die relative bakterielle
Kolonisationsdauer ist das Verhaltnis der Wochen mit einer gramnegativen Bakteriengattung
zu der gesamten individuellen Beobachtungszeit. Der Anteil gramnegativer
Bakteriengattungen wurde zusatzlich Gber die Zeit pro Woche berechnet. Dafur wurden jeweils
nur die Frihgeborenen berucksichtigt, die in der jeweiligen Woche Uber einen relevanten

Abstrich verflgten.
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3.6. Statistische Analysen

Fir die Beschreibung der Studienpopulation wurden die kontinuierlichen Daten mit dem
arithmetischen Mittelwert und der Standardabweichung sowie die kategorialen Daten mit der
Anzahl und dem prozentualen Anteil zusammengefasst. Die Hauptmerkmale wie Alter,
Geschlecht und Gewicht wurden separat fur die beiden Kohorten angegeben und mit dem tTest
oder dem Chi-Quadrat Test entsprechend verglichen.

Der Anteil der gramnegativen Bakteriengattungen zwischen den beiden Kohorten wurde mit
dem Exakten Test nach Fisher verglichen. Fur den Vergleich der mittleren Anzahl an
Bakteriengattungen und der Kolonisationsdauer zwischen den Gruppen wurde wieder der tTest
verwendet. Die Normalverteilung der Merkmale wurde mit dem Shapiro-Francia W* Test und
graphisch geprift. Bei einer mdglichen Ablehnung der Nullhypothese (nur bei Anzahl der
Bakterien in Kohorte 2) wurde zusatzlich der Unterschied der Mediane der beiden Gruppen mit
dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test geprtft. Dabei anderte sich das Ergebnis jedoch nicht.
Der Zusammenhang zwischen den Risikofaktoren Pasteurisierung, Alter, Geschlecht sowie
Gewicht mit den Outcome-Variablen Vorhandensein einer gramnegativen Bakteriengattung
(ja/nein), Bakterienanzahl (0, 1, 2, 3, >3) und Kolonisationsdauer wurde im Querschnitt in
univariaten Modellen der binomialen logistischen Regression, der geordneten logistischen
Regression, sowie der linearen Regression untersucht. Dabei wurden Odds Ratios (OR) und
B-Koeffizienten zusammen mit den 95 % Konfidenzintervallen (Kl) geschatzt.

Ein p-Wert kleiner als 0.05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.

Die statistischen Analysen wurden mit der Stata Software Version 16.1. (Stata Corporation,
College Station, TX, USA) durchgefihrt.
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4. Ergebnisse
Im Folgenden werden die Ergebnisse der statistischen Analysen tabellarisch und mittels

Abbildungen prasentiert.

4.1. Beschreibung der Studienpopulation
Tabelle 1: Beschreibung der Studienpopulation

Studienpopulation Kohorte 1 Kohorte 2
(keine MM-  (MM-

Pasteurisierung) Pasteurisierung)

Kohorten n= 50 n=25 n= 25 p
Geschlecht 0.569

Weiblich 22 (44 %) 12 (48 %) 10 (40 %)

Mannlich 28 (56 %) 13 (52 %) 15 (60 %)
Gestationsalter 0.031
(Wochen) 25.2 (+ 1.55) 248 (£143) 257 (+1.59)
Geburtsgewicht (kg) 0.745 (+ 0.233) 0.664 (+0.219) 0.825(+0.222) 0.006
Beobachtungszeitraum 8.0 (+ 3.3) 8.3 (x3.2) 7.7 (£3.5) 0.251
(Wochen)

pWerte ergeben sich durch den t-Test oder chi®-Test

In Tabelle 1 werden die charakteristischen Merkmale der Studienpopulation prasentiert.

Die Studienpopulation umschlief3t 50 Friihgeborene. Es wurden 25 Friihgeborene der ersten
Kohorte (keine Muttermilchpasteurisierung) und 25 Frihgeborene der zweiten Kohorte
(Muttermilchpasteurisierung) zugeordnet. Eine signifikante Differenz beider Kohorten zeigt
sich beim Gestationsalter (p=0,031) und Geburtsgewicht (p=0,006). Die Frihgeborenen der
ersten Kohorte waren im Durchschnitt jinger und leichter als die FrGhgeborenen der zweiten
Kohorte.

Der mittlere Beobachtungszeitraum des Gesamtkollektivs beider Kohorten betragt 8,0 (£3.3)

Wochen bei einem maximalen Studienzeitraum von 14 Wochen.
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4.2. Erregernachweise, nach Individuen und Kohorten

Abbildung 1 a: Beobachtungszeitraum in Wochen (grau) mit stattgefundenen
Schleimhautabstrichen, nach Individuen und Kohorten mittels Balkendiagramm,
Woche (x-Achse, Kind (y-Achse)

Kind
T
2
3
4
5
6
7
8
9
10
10__) 11
12
g 13
_8 14
15
X 5
17
18
19
20
21
22
23
24
25
76
27
28
29
30
31
32
33
34
35
% 36
3/
g 38
_S 39
40
X 41
a2
43
44
45
46
a7
48
4y
50

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Woche

Abbildung 1 a zeigt den Beobachtungszeitraum fur jedes einzelne Kind beider Kohorten
(grau). In jeder grau markierten Woche wurde ein Schleimhautabstrich durchgefiihrt mit einem
erfolgten Nachweis eines Erregers (grampositive und/oder gramnegative Bakteriengattungen,
Pilze). Ein Nachweis ohne Erreger-Besiedelung wurde in beiden Kohorte nicht festgestellt. Tritt
fortan keine grau hinterlegte Woche mehr auf, kann dies, neben einem fehlenden
Abstrichergebnis, auf einen stattgefundenen Abbruch der medizinischen Versorgung des
Kindes hinweisen (z.B. Verlegung, Versterben).
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4.3. Nachweis gramnegativer Bakterien, nach Individuen und Kohorten

Abbildung 1 b: Positiver Nachweis gramnegativer Bakterien (dunkelgrau) im Vergleich zu
negativem Nachweis gramnegativer Bakterien (hellgrau) pro Woche nach Individuen und
Kohorten im Beobachtungszeitraum mit stattgefundenen Schleimhautabstrichen mittels

Balkendiagramm, Woche (x-Achse), Kind (y-Achse)

Abbildung 1 b zeigt, in welchen Wochen des Beobachtungszeitraumes mit relevanter
Abstrichuntersuchung bei den Fruhgeborenen eine bakteriologische gramnegative
Kolonisation nachgewiesen werden konnte (dunkelgraue Balken). In der entsprechenden
Woche kénnen zeitgleich andere Erreger aufgetreten sein. Ein hellgrauer Balken gibt den
Nachweis grampositiver und/oder mykologischer Erreger wieder, gramnegative Bakterien sind
in diesen Wochen nicht zu beobachten gewesen. Weder hell- noch dunkelgrau hinterlegte
Wochen der x-Achse zeigen, in Anlehnung an Abbildung 1 a, ein fehlendes Abstrichergebnis
in der betroffenen Woche.
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4.4. Pravalenz gramnegativer Bakteriengattungen in Kohorte 1 und 2

Tabelle 2: Pravalenz gramnegativer Bakteriengattungen in Kohorte 1 und 2 im
Beobachtungszeitraum von 14 Wochen
Studienpopulation Kohorte 1 Kohorte 2

Keine MM - MM -

Pasteurisierung Pasteurisierung

Kohorten n= 50 n= 25 n= 25 p
Gramnegative  Bakterien40 (80 %) 18 (72 %) 22 (88 %) 0.145
gesamt

Acinetobacter spp. 11 (22 %) 11 (44 %) 0 (0 %) <0.001
Aeromonas spp. 1(2 %) 0 (0 %) 1(4 %) 0.500
Citrobacter spp. 7 (14 %) 1(4 %) 6 (24 %) 0.049
Enterobacter spp. 29 (58 %) 10 (40 %) 19 (76 %) 0.010
Escherichia (E.coli) 15 (30 %) 8 (32 %) 7 (28 %) 0.500
Klebsiella spp. 16 (32 %) 7 (28 %) 9 (36 %) 0.381
Neisseria spp. 1(2 %) 0 (0 %) 1(4 %) 0.500
Proteus spp. 3 (6 %) 1(4 %) 2 (8 %) 0.500
Pseudomonas spp. 2 (4 %) 1(4 %) 1(4 %) 0.755
Serratia spp. 1(2 %) 0 (0 %) 1(4 %) 0.500
Stenotrophomonas spp. 2 (4 %) 1(4 %) 1(4 %) 0.755

Daten sind als Anzahl (Prozent) angegeben; p-Werte durch Exakten Test nach Fisher

Tabelle 2 zeigt die Pravalenz gramnegativer Bakteriengattungen in Kohorte 1 und 2.
Aufgefuhrt werden alle gramnegativen Bakteriengattungen, die im Beobachtungszeitraum von
14 Wochen im Rahmen des wochentlichen Kolonisations-Screenings auftraten.

In Kohorte 2 1asst sich eine vermehrte Kolonisation mit gramnegativen Bakterien beobachten,
diese blieb jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,145). In Kohorte 2 weisen 88% (n=22), in
Kohorte 1 72 % (n=18) der Frihgeborenen eine Besiedlung mit mindestens einem
gramnegativen Bakterium auf.

Eine signifikante Differenz zum vermehrten Auftreten in Kohorte 2 zeigen lediglich die
Bakteriengattungen Citrobacter spp. und Enterobacter spp.

Acinetobacter spp. hingegen sind nur in Kohorte 1 zu beobachten, sodass sich auch hier ein
signifikanter p-Wert zeigt.

In Tabelle 2 finden sich ferner die im Gesamtkollektiv observierten Bakteriengattungen.
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4.5. Anzahl der nachgewiesenen gramnegativen Bakteriengattungen und
relative Kolonisationsdauer im Gesamtkollektiv und nach Kohorten

Tabelle 3: Anzahl der nachgewiesenen gramnegativen Bakteriengattungen und relative
Kolonisationsdauer im Gesamtkollektiv und nach Kohorten im Beobachtungszeitraum von 14
Wochen

Studienpopulation Kohorte 1 Kohorte 2
Keine MM - MM -

Pasteurisierung Pasteurisierung

Kohorten n= 50 n= 25 n= 25 p
Anzahl Bakterien 0.740
0 10 (20 %) 7 (28 %) 3 (12 %)

1 11 (22 %) 4 (16 %) 7 (28 %)

2 19 (38 %) 9 (36 %) 10 (40 %)

3 5 (10 %) 3(12 %) 2 (8 %)

4 2 (4 %) 1(4 %) 1(4 %)

5 2 (4 %) 1(4 %) 1(4 %)

6 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

7 1(2 %) 0 (0 %) 1(4 %)

Mittel 1.78 (£1.46) 1.60 (£1.35) 1.96 (+1.57) 0.195
Relative 49.1 (£36.2) 44 (+37.8) 54.1 (£34.7) 0.165

Kolonisationsdauer(%)

pWerte ergeben sich durch exakten Test nach Fisher oder den t-Test

Tabelle 3 fuhrt die Anzahl der verschiedenen mittels mikrobiologischem Abstrich
nachgewiesenen gramnegativen Bakteriengattungen sowie die relative Kolonisationsdauer im
Gesamtkollektiv und nach Kohorten auf.

Weder der Mittelwert der Anzahl an gramnegativen Bakterien noch die relative

Kolonisationsdauer weisen eine signifikante Differenz zwischen Kohorte 1 und 2 auf.
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4.6.

Univariater Zusammenhang

zwischen dem Risikofaktor

Muttermilchpasteurisierung, weiteren Risikofaktoren und dem Auftreten von

gramnegativen Bakteriengattungen, deren Anzahl und Kolonisationsdauer

Tabelle 4

Univariater

Zusammenhang

zwischen den

Muttermilchpasteurisierung, Gestationsalter und Geburtsgewicht und den Outcome-

Risikofaktoren

Variablen Auftreten von  gramnegativen Bakteriengattungen, deren
Anzahl und Kolonisationsdauer
Gramnegativ Anzahl Kolonisationsdauer
es Bakterium gramnegativer
vorhanden Bakteriengattung

en (0,1,2,3,>3)

Risikofaktoren OR (95 % CI) p OR*(95%Cl) p B (95 % ClI) p

Keine MM- Ref Ref Ref

Pasteurisierung

Pasteurisierung 2.85 (0.64; 0.168 1.40(0.51;3.81) 0.51 10.1 (-10.53; 0.33
12.64) 4 30.72)

Gestationsalter 0.97 (0.91; 0.369 0.99 (0.95; 1.04) 0.76 -0.62 (-1.58; 0.192
1.04) 8 0.33)

Geburtsgewicht 0.49 (0.02; 0.642 0.63 (0.07;5.34) 0.67 -9.12 (-54.19; 0.686
9.78) 4 35.95)

Odds Ratios (OR) wurden ermittelt durch (#¥geordnete) logistische Regressionsmodelle;

B-Koeffizienten wurden berechnet durch lineare Regressionsmodelle; Cl-Konfidenzintervalle

In Tabelle 4 wird der univariate Zusammenhang zwischen den moglichen einzelnen

Risikofaktoren der Muttermilchpasteurisierung (nein/ja), des Geschlechtes
(weiblich/mannlich), des Gestationsalters und des Geburtsgewichtes im Hinblick auf die
Outcome-Variablen des Vorhandenseins und somit der Besiedlung mit gramnegativen
Bakterien, der vorliegenden Anzahl der nachgewiesenen gramnegativen Bakteriengattungen
und der Kolonisationsdauer betrachtet. Die Ergebnisse blieben ohne statistische Signifikanz.
In unserer Studie zeigt pasteurisierte Muttermilch einen nicht-signifikanten Effekt mit einem
OR=2,85 (p=0,168) auf das Vorhandensein eines gramnegativen Bakteriums. Eine mogliche

Assoziation kann aufgrund der geringen statistischen Power nicht nachgewiesen werden.
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4.7. Anteil gramnegativer Bakteriengattungen im Zeitverlauf pro Woche
Tabelle 5: Anteil gramnegativer Bakteriengattungen im Zeitverlauf pro Woche

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 |1 14
Woche
Kohort 37| 37 41 39 40 39 33 29 25 22 17 17 14 | 10
e (n)
Alle 10| 4051 415 | 359 575 | 564 | 57.6 | 655 | 76.0 | 72.7 | 76. | 88. 71.1 70.0
8 5 2 4
(%)

Kohorte1 | 15| 31.8( 31.8 | 375 | 524 | 55.0 [ 56.3 [ 62.5 | 71.4 | 60.0 | 75. | 75. 60.| 0.0

(%)

Kohorte2 | 5. | 53.3| 52.6 | 33.3 [ 63.2 | 579 [ 58.8 (69.2 | 818|833 |77. | 100 77.| 875

(%)

Kohorte 1=Keine MM-Pasteurisierung, Kohorte 2=Muttermilchpasteurisierung

Abbildung 2: Anteil gramnegativer Bakteriengattungen im Zeitverlauf pro Woche

Anteil gramnegativer Bakterien
120%

100%

Anteil

0%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Woche

Ohne MM -Pasteurisierung Mit MM - Pasteurisierung

Tabelle 5 und Abbildung 2 geben den prozentualen Anteil nachgewiesener gramnegativer
Bakterien im wochentlichen Verlauf des Beobachtungszeitraumes von 14 Wochen wieder.

In Tabelle 5 erfolgte eine differenzierte Gegenuberstellung der gesamten Studienpopulation,
von Kohorte 1 und Kohorte 2. Deutlich wird, dass der Nachweis gramnegativer

Bakteriengattungen mit fortschreitendem Gestationsalter im Gesamtkollektiv und somit in
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beiden Kohorten anstieg. Des Weiteren verdeutlicht Abbildung 2 mittels Grafik den prozentual
steigenden und hoheren Anteil gramnegativer Bakteriengattungen in der Kohorte mit
Muttermilchpasteurisierung ab der zweiten Gestationswoche. Eine Ausnahme stellt die vierte
Woche dar. Hier zeigt sich in Kohorte 1 eine bakterielle gramnegative Kolonisation von 37,5
%, in Kohorte 2 liegt die Besiedlung in dieser Woche bei 33,3 % (Studienpopulation n=39).

4.8. Vorhergesagter Anteil gramnegativer Bakteriengattungen im Zeitverlauf pro
Woche

Abbildung 3: Vorhergesagter Anteil gramnegativer Bakteriengattungen im Zeitverlauf pro
Woche

Vorhergesagter Anteil gramnegativer Bakterien

Anteil

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Woche

—6— Ohne MM-Pasteurisierung —eo— Mit MM-Pasteurisierung

Abbildung 3 gibt den geschatzten Modellverlauf des Nachweises gramnegativer
Bakteriengattungen im Beobachtungszeitraum von 14 Wochen fur die Gruppen ohne und mit
MM-Pasteurisierung wieder. Der Anteil gramnegativer Bakteriengattungen (y-Achse) stellt
dabei die ZielgroRe dar, welche durch den Faktor Beobachtungszeitraum (x-Achse) erklart
wird. Dieses Modell ist adjustiert flir Gestationsalter, Geburtsgewicht und Geschlecht. Die
Darstellung gilt fir den Gesamtmittelwert dieser GroRRen.

Die Konfidenzbander Uberschneiden sich. Die Grofle der Studienpopulation und die
prozentuale Differenz der Anteile sind nicht ausreichend, um einen signifikanten Unterschied

zwischen Kohorte 1 und Kohorte 2 hervorzuheben.
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5. Diskussion

Bakterielle Infektionen und Sepsen (EOS, LOS) stellen haufige Morbiditaten der Frihgeburt
dar, Langzeitfolgen (z.B. neurologische Entwicklungsverzégerungen) kénnen resultieren %858
Gramnegative Bakterien sind gangige Infektionserreger des Friihgeborenen. Eine vermehrte
Kolonisation des Gastrointestinaltraktes, mit dem Resultat einer bakteriellen Dysbiose, setzt
die Immunitatsbarriere herab und Infektionen kdénnen folgen. Gramnegative Bakterien sind
fihrender Ursprung einer EOS und in 20 % einer LOS nachzuweisen, hier sind sie mit einer
hohen Mortalitat assoziiert.981%%1511%9 Ferner gilt eine bakterielle Dysbiose des frilhgeborenen
Kindes als Pradispositionsfaktor fiir Entziindungsreaktionen wie eine NEC.*® Einen Schutz
gegenuber der frihgeburtlichen Immaturitat birgt die dem Bedarf des Kindes angepasste
Muttermilch.***° Derzeit wird jedoch, bei einer Frilhgeburt mit einem entsprechendem
Gestationsalter von <28 + 0 SSW oder einem Geburtsgewicht von <1000 g und positivem (IgM-
seronegativ, 1gG-seropositiv) oder unbekanntem CMV-Serostatus der Mutter, die
Muttermilchpasteurisierung ab dem vierten Lebenstag bis zur Vollendung der 31.
Gestationswoche empfohlen. Ziel ist die Pravention einer symptomatischen, fir das
Friihgeborene potenziell lebensbedrohlichen, pCMV-Infektion. Es handelt sich hierbei um
Empfehlungen der 6&sterreichischen Gesellschaft fir Kinder- und Jugendheilkunde

t.* Der klassische Prozess

(Ernahrungskommission), einheitliche Leitlinien sind nicht existen
der Holder-Pasteurisierung erzielt eine vollstandige CMV-Elimination, doch auch protektive
und immunitatsfordernde Bestandteile der Muttermilch werden beeintrachtigt.'**? Ferner
resultiert eine Zerstérung des bakteriellen Gleichgewichtes der Muttermilch. Potenziell
probiotische Bakterien werden durch den Pasteurisierungsprozess eliminiert und maogliche
Kontaminationserreger kénnen sich schneller vermehren.* Die hier vorliegende retrospektive
klinische Beobachtungsstudie widmet sich dem Einfluss der Muttermilchpasteurisierung nach

Holder-Methode auf die Kolonisation des Frilhgeborenen mit gramnegativen Bakterien.

5.1. Die Muttermilchpasteurisierung - ein potentieller Risikofaktor fiir eine
vermehrte bakterielle gramnegative Kolonisation der Frihgeborenen

Die Muttermilchpasteurisierung nach Holder-Methode: flihrt sie zur vermehrten Kolonisation

der Friihgeborenen mit gramnegativen Bakterien?

Pasteurisierte Mutter- und/oder Spendermilch zeigen in unserer Studie einen nicht

signifikanten Effekt auf das Vorhandensein eines gramnegativen Bakteriums (OR=2,85,

p=0,168) (Tabelle 4).

Ein Nachweis bakterieller gramnegativer Kolonisationen wird in beiden Kohorten der Studie

(Abbildung 1 b, Tabelle 2) beobachtet. In den ersten Lebenswochen Uberwog dabei im

gesamten Patientenkollektiv eine Kolonisation mit grampositiven Erregern (Abbildung 1 b).
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Jedoch weisen insgesamt 80 % (n=40/50) aller Frihgeburten im Studienzeitraum von 14
Wochen gramnegative Bakterien auf (Tabelle 2). In Kohorte 2 (Muttermilchpasteurisierung)
zeigen sich 88 % (n=22/25), in Kohorte 1 (keine Muttermilchpasteurisierung) 72 % (n=18/25)
aller Frihgeborenen kolonisiert; eine nicht-signifikante Differenz zugunsten einer prozentual
hoheren bakteriellen gramnegativen Kolonisation nach Verabreichung pasteurisierter Mutter-
und/oder Spendermilch.

Auch die Betrachtung der prozentualen Anteile einer bakteriellen gramnegativen Kolonisation
im Wochen-Intervall des Studienzeitraumes verdeutlicht die bestehende Differenz zwischen
beiden Kohorten. Ab der zweiten Lebenswoche wiesen die Frihgeborenen der Kohorte 2 im
Vergleich zu den Fruhgeborenen der Kohorte 1 eine vermehrte Kolonisation mit gramnegativen
Bakterien auf (Tabelle 5, Abbildung 2). In Woche vier waren in Kohorte 1 bei 37,5 % und in
Kohorte 2 bei 33,3 % der Frihgeborenen gramnegative Bakterien nachzuweisen. Dieser
Befund ist in der Gesamtheit, bei einer permanent hdheren prozentualen Kolonisation der
Friihgeborenen der zweiten Kohorte, eher als Zufall zu werten.

Der geschatzte Modellverlauf zum vorhergesagten Anteil gramnegativer Bakteriengattungen
im Zeitverlauf pro Woche hebt einen konstanten Unterschied der bakteriellen gramnegativen
Kolonisation beider Kohorten hervor (Abbildung 3).

Im Studienzeitraum von 14 Wochen konnten insgesamt 11 gramnegative Bakteriengattungen
nachgewiesen werden. Enterobacter (58 %, n=29), Klebsiella (32 %, n=16), Escherichia (30
%, n=15) und Acinetobacter (22%, n=11) stellen die vier haufigsten Bakteriengattungen
innerhalb der Studienpopulation dar. Enterobacter- und Klebsiella spp. zeigen vermehrte
Prasenz in Kohorte 2 (Muttermilchpasteurisierung). Die Bakteriengattung Escherichia ist mit
einer geringen Differenz vermehrt in Kohorte 1 zu beobachten, Acinetobacter spp. kommen
lediglich in Kohorte 1 vor (Tabelle 2). Ein Frihgeborenes der Kohorte 2 weist im
Studienzeitraum von 14 Wochen sieben verschiedene Bakteriengattungen auf, die maximale
Anzahl in Kohorte 1 betragt funf Bakteriengattungen. Passend zeigt sich ebenfalls die mittlere
Bakterienanzahl in Kohorte 2 mit 1,96 im Vergleich zu Kohorte 1 mit 1,60 erhoht. Eine
statistische Signifikanz der Ergebnisse blieb aus. Auch die relative Kolonisationsdauer mit
einer Differenz von 10,1 % zugunsten der Kohorte mit Muttermilchpasteurisierung und einer
bestehenden relativen Kolonisationsdauer von 54,1 % in Kohorte 2 und 44 % in Kohorte 1 zeigt
sich statistisch als nicht signifikant (Tabelle 3, Tabelle 4).

Die Frage, warum trotz nachgewiesenem Effekt der Muttermilchpasteurisierung auf die
bakterielle gramnegative Kolonisation eine Signifikanz der Ergebnisse ausblieb, soll folgend
diskutiert werden.

Primar lasst sich dies sicherlich durch die geringe Grofie des Patientenkollektives erklaren, die
Anzahl der fur die Studienpopulation akkreditierten Frihgeborenen (n=50) ist zu gering, um
einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Kohorten hervorzuheben. Ferner gilt es,

die Zusammensetzung des Patientenkollektivs genauer zu betrachten. So sind die

39



Friihgeborenen der ersten Kohorte signifikant jinger und leichter als die Frihgeborenen der
Kohorte mit Muttermilchpasteurisierung (Tabelle 1).

Stellen die Merkmale Gestationsalter und Geburtsgewicht weitere mdgliche Risikofaktoren
oder Einflussfaktoren hinsichtlich einer bakteriellen gramnegativen Kolonisation der
Friihgeborenen dar?

Mittels Berechnungen eines univariaten Modelles wird nicht nur der Zusammenhang zwischen
dem Risikofaktor Muttermilchpasteurisierung und den Outcome-Variablen ,Auftreten von
gramnegativen Bakteriengattungen®, deren ,Anzahl® und ,Kolonisationsdauer® dargestellt,
sondern auch das Gestationsalter sowie das Geburtsgewicht als mdgliche Risikofaktoren
betrachtet (Tabelle 4).

Ein hoéheres Gestationsalter und ein héheres Geburtsgewicht scheinen jeweils mit einem
geringeren ,Auftreten von gramnegativen Bakterien®, einer geringeren ,Anzahl an“ sowie einer
kirzeren ,Kolonisationsdauer® mit gramnegativen Bakterien einherzugehen. Im
Umkehrschluss sind ein niedriges Gestationsalter und ein geringes Geburtsgewicht mit dem
Auftreten von gramnegativen Bakterien, einer vermehrten ,Anzahl an gramnegativen
Bakterien, sowie einer langeren ,Kolonisationsdauer® assoziiert. Die Effektstarke der
moglichen Risikofaktoren eines geringen Gestationsalters und niedrigen Geburtsgewichts auf
die obigen Outcome-Variablen zeigen sich jedoch klein und auch hier bleibt eine statistische
Signifikanz aus.

Zusammenfassend bleibt jedoch festzuhalten, dass neben der Muttermilchpasteurisierung
(Kohorte 2) ein geringes Gestationsalter sowie ein niedriges Geburtsgewicht (Kohorte 1) einen
positiven Effekt auf die Kolonisation mit gramnegativen Bakterien austben.

Weitere mdégliche Risiko- und Einflussfaktoren auf die bakterielle gramnegative Besiedlung der
Frihgeborenen finden in unserer Studie keine Betrachtung: die Erregerkolonisation der
Krankenhausumgebung wahrend der jeweiligen Beobachtungszeitrdume, eine mogliche
antibiotische Therapie pranatal und intra- oder postpartal der Mutter und/oder des Kindes, der
Geburtsmodus sowie die Nutzung und Durchfliihrung medizinischer Interventionen. Auch die
Menge reiner, nicht pasteurisierter Muttermilch, welche die Frihgeborenen der Kohorte 1
erhielt, wurde nicht dokumentiert. Eine genauere Ausfihrung und kritische
Auseinandersetzung mit den oben genannten Aspekten ist im Kapitel 5.3 Limitationen zu

finden.

5.2. Einordnung der Ergebnisse in den Kontext anderer Studien

Viele Studien postulierten die Vorteile der Ernahrung des friihgeborenen Kindes mit reiner
Muttermilch. Sie fihrt zur Reduktion frihgeburtlicher Morbiditaten, das postnatale
Infektionsrisiko, unter anderem einer LOS, sinkt. Ebenso untersuchten diverse Studien
Risikofaktoren, Inzidenzen und klinische Folgen der frihgeburtlichen LOS auf dem Boden

einer bakteriellen gramnegativen Kolonisation (Kapitel 2.5. Die Muttermilch fur Frihgeborene).
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Den Einfluss der Erndhrung des Frihgeborenen mit reiner Muttermilch im Vergleich zu
pasteurisierter Spendermilch und/oder frihgeborenen Formulanahrung, bezogen auf die
Outcome-Variable einer LOS und den Nachweis gramnegativer Bakterien mittels Blutkultur,
legten Schanler et al. in ihrer Studie dar. Friihgeborene wiesen nach Erhalt reiner Muttermilch
eine signifikante Reduktion pathogener, vor allem gramnegativer Erreger in Blutkulturen auf,
zudem zeigte sich eine signifikante Reduktion der LOS-Inzidenz."*®

Eine Studie, welche die Faktoren Muttermilch und pasteurisierte Mutter- und/oder
Spendermilch im Hinblick auf die alleinige Kolonisation der Frihgeborenen mit gramnegativen
Bakterien, deren Anzahl und Kolonisationsdauer sowie die beobachteten Bakteriengattungen
auffihrt, ist uns, neben der unseren, nicht bekannt. Die Teilergebnisse unserer Studie kdnnen
jedoch ahnlichen Studien gegentbergestellt werden.

In unserer Studie sind in den ersten Lebenswochen primar grampositive Bakterien im
gesamten Patientenkollektiv zu beobachten gewesen, nur 10,8 % der Studienpopulation
(n=37) wiesen eine bakterielle gramnegative Kolonisation in der ersten Lebenswoche auf
(Tabelle 5).

I. H. Gewolb et al. stitzten diese Beobachtung durch ihre Studie. Sie beschrieben postpartal
einen stetigen Anstieg der Relation von gramnegativen zu grampositiven Bakterien. An Tag
zehn nach der Geburt war ein Verhaltnis von 0,36:1 (gramnegativ:grampositiv) zu beobachten,
dieses stieg bis Tag 30 postpartal auf 0,87:1 an.®°

Die Tendenz eines Pravalenzanstieges gramnegativer Bakterien ist auch in unserer Studie zu
beobachten. In der zweiten Lebenswoche zeigen sich 40,5 % (n=37), in der dritten 41,5 %
(n=41), in der vierten 35,9 % (n=39), in der funften 57,5 % (n=40) und in der sechsten
Lebenswoche 56,4 % (n=39) der Friihgeborenen kolonisiert. In Woche 14, der letzten Woche
des Studienzeitraumes, ist eine bakterielle gramnegative Kolonisation bei 70 % (n=10) des
Gesamtkollektives zu beobachten (Tabelle 5).

Eine in den Vereinigten Staaten durchgefihrte prospektive Kohortenstudie mit 698
Frihgeborenen prasentierte ebenfalls einen wdchentlichen Anstieg der bakteriellen
gramnegativen Kolonisation mit steigendem Alter, jedoch waren hier hohere Pravalenzen zu
beobachten. Eine positive mikrobiologische Kultur des Gastrointestinaltraktes war in der ersten
Lebenswoche bei 25 %, in der zweiten bereits bei 56 % und in der sechsten Lebenswoche bei
79 % zu verzeichnen. 7,3 % der Frihgeborenen entwickelten eine Sepsis durch gramnegative
Erreger. Uberwiegend handelte es sich bei den mittels Blutkultur nachgewiesenen
Sepsiserregern um bereits im Rahmen der Routine-Untersuchungen nachgewiesene Erreger
des GIT. Als Risikofaktoren einer vermehrten Kolonisation mit gramnegativen Bakterien fihrten
die Autoren eine vaginale Geburt, eine lange Behandlung mit Carbapenemen und ein
Geburtsgewicht >1000 g auf, der Faktor

Muttermilchpasteurisierung fand in der Studie keine Betrachtung."®
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Nochmals hohere Pravalenzen einer bakteriellen gramnegativen Kolonisation wies die
prospektive Observationsstudie von A. Smith et al. an einem Krankenhaus der
Maximalversorgung in Sudindien auf. Bereits zum Zeitpunkt der Geburt war bei 71 % aller
Frihgeborenen (n=72/101) eine bakterielle gramnegative Kolonisation in den Stuhlproben
nachzuweisen, 100 % zeigten sich am Ende der ersten und fortbestehend 97 % in der dritten
Lebenswoche kolonisiert. Der Faktor Muttermilchpasteurisierung wurde auch in dieser Studie

nicht untersucht.®"

Die deutlich héheren Pravalenzen im Vergleich zu unserer Studie kdnnten unter anderem auf
einer differierenden medizinischen Versorgung, einer differierenden Umgebungskolonisation
des Krankenhauses, einem hier vorliegenden héheren mittleren Gestationsalter (31,6 +/- 2,2
Wochen) und Geburtsgewicht (1272.4 + 176 g) sowie weiteren, die Frihgeborenen
betreffenden, in unserer Studie aulder Acht gelassenen Einfluss- und Risikofaktoren basieren
(Kapitel 5.3. Limitationen).

80 % des Gesamtkollektives unserer Studienpopulation zeigten sich im Beobachtungszeitraum
von 14 Wochen mindestens einmalig mit einem gramnegativen Bakterium kolonisiert (Tabelle
2). In der bereits aufgeflihrten prospektiven Kohortenstudie aus den Vereinigten Staaten,
welche ein deutlich gréReres Patientenkollektiv umschloss, wiesen 90 % der Frihgeborenen
mindestens einmalig eine bakterielle gramnegative Kolonisation auf (Beobachtungszeitraum
18 Wochen).">?

Unsere Studie verzeichnete eine nicht signifikante Differenz der Pravalenzen zwischen beiden
Kohorten: in Kohorte 2 (Muttermilchpasteurisierung) sind 88 % (n=22/25), in Kohorte 1 72 %
(n=18/25) aller Frihgeborenen mit gramnegativen Bakterien kolonisiert.

Gramnegative Bakterien stellen mit ihren pathogenen Eigenschaften gangige Infektionserreger
des friihgeborenen Kindes dar. Sie gelten als fiihrende Ursache einer EOS, in 20 % als
Ursprung einer LOS und weisen hier eine erhdéhte Mortalitdt im Vergleich zu grampositiven
Erregern auf (Kapitel 5. Diskussion). K. Stock at. al. betrachteten in ihrer Studie das Outcome
einer LOS und einer NEC bei 323 Frihgeborenen mit einem Gestationsalter <32 SSW im
Hinblick auf eine Erndhrung mit unpasteurisierter versus pasteurisierter Muttermilch.
Signifikante Pravalenzunterschiede einer LOS waren zwischen den beiden Kohorten nicht zu
beobachten. Allerdings zeichnete sich ein nicht signifikanter Trend zur Reduktion des
Auftretens einer NEC nach Erhalt von nicht pasteurisierter Muttermilch ab (2,4 %
unpasteurisierte Muttermilch, 4,4 % pasteurisierte Muttermilch).'®2

Schanler et al. hingegen postulierten in ihrer Studie nicht nur eine signifikante Reduktion des
Auftretens einer NEC, sondern begleitend eine signifikante Reduktion der LOS-Pravalenzen
nach Erhalt von Muttermilch. Bei der Studie handelt es sich um eine randomisiert verblindete
Studie mit 243 Fruhgeborenen (Gestationsalter <30 SSW) und einem Beobachtungszeitraum
von 90 Tagen. Die Erndhrung mit Muttermilch wurde hier mit pasteurisierter Spendermilch

und/oder Frihgeborenen-Formulanahrung verglichen. Muttermilch wurde teilweise in allen

42



Kohorten verabreicht, in den Kohorten Spendermilch und/oder
FrihgeborenenFormulanahrung jedoch in signifikant reduzierten Mengen. Begleitend
prasentiert die Studie einen signifikant geringeren Nachweis an pathogenen Erregern, vor
allem an gramnegativen Bakterien in Blutkulturen, nach Erhalt von Muttermilch. 6 % aller
Blutkulturen der Muttermilch-Kohorte weisen hier gramnegative Bakterien auf, in der Kohorte
mit  pasteurisierter Spendermilch sind 14 % und in der Kohorte mit
FriihgeborenenFormulanahrung sogar 22 % mit gramnegativen Bakterien kolonisiert. Sechs
gramnegative Bakteriengattungen sind in der Studie von Schanler et al. zu beobachten,
fiihrend zeigen sich die Spezies Escherichia coli und Klebsiella pneumoniae.'®

Die Studie aus den Vereinigten Staaten von A. Smith et al. flhrt ebenfalls E. coli, Klebsiella
oxytoca und Klebsiella pneumoniae als die drei haufigsten gramnegativen Spezies im Rahmen
der Routineuntersuchung (mikrobiologischer Abstrich des Gastrointestinaltrakts) und in
Blutkulturen auf."?

Bereits in alteren Studien wird Escherichia coli als die primar prasente fakultativ anaerobe,
gramnegative Bakterienspezies der Frihgeborenen innerhalb der ersten Lebenswoche
beschrieben.'®'%* K. Korpela et al. analysierten in ihrer Studie Stuhlproben von 45
Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht von <1500 g. Die Erndhrung erfolgte mit
Muttermilch. In Assoziation zum postmenstruellen Alter waren zu Beginn Staphylokken,
Enterokokken, folgend als einzige gramnegative Bakteriengattung Enterobacter und
abschlieltend Bifidobakterien nachzuweisen. Es zeigte sich jeweils eine >50 % Prasenz der
Bakteriengattungen in den Stuhlproben. Enterobacter Spezies dominierten in der 35. sowie in
der 45. bis 50. Woche des postmenstruellen Alters. Begleitend wurde die Kohorte mit einer
hollandischen Studienpopulation reifgeborener Kinder (n=187) verglichen.'® Die Autoren
wiesen anhand ihrer Ergebnisse auf eine an das (postmenstruelle) Alter des Kindes
angepasste Entwicklung der Mikroflora des Darms hin. Sie entsprach mit steigendem Alter der
des reifgeborenen Kindes. Muttermilch wurde auch hier als positiver Einflussfaktor

postuliert.'®®

Mit einer Pravalenz von 58 % in der gesamten Studienpopulation stellt Enterobacter ebenfalls
die dominanteste gramnegative Bakteriengattung in unserer Studie dar. Eine signifikante
Differenz zwischen beiden Studienpopulationen ist zu beobachten. In Kohorte 1 zeigen sich
40 % und in Kohorte 2 sogar 76 % kolonisiert (p=0,010) (Tabelle 2). Klebsiella (32 %) und
Escherichia (E. coli) (30 %) gehdren ebenfalls zu den prasentesten Bakteriengattungen in
unserer Studie. Acinetobacter Spezies (22 %) sind weitere haufige Vertreter, in unserer Studie
jedoch nur in Kohorte 1 nachzuweisen, hier weisen 44 % der Frihgeborenen ohne
pasteurisierte Muttermilch eine Kolonisation auf.

Ob die in unserer Studie vorliegende alleinige Kolonisation der Frihgeborenen aus Kohorte 1

mit der Gattung Acinetobacter als Zufallsbefund zu werten ist oder aus einer mdglichen
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Umgebungskolonisation, bestehend zum damaligen Zeitpunkt, resultiert konnte nicht
beantwortet werden.

Die hier genannten vier haufigsten gramnegativen Bakteriengattungen unserer Studie
beinhalten fakultativ pathogene Spezies (Kapitel 2.8. Gramnegative Bakterien).

Eine Dysbiose mit Dominanz potenziell pathogener Erreger und reduzierter Anzahl an
Bifidobakterien, Bakteroides und Atopobium, gilt unter anderem als Unterschied in der
bakteriellen Kolonisation zwischen einem reif- und einem friilhgeborenen Kind."®’

Einige Studien postulierten bei Abwesenheit von Bifidobakterien und bei vermehrter Prasenz
von Proteobakterien, wie Enterobacter spp. eine Risikoassoziation zum Auftreten von Sepsen

88,168-170

und NEC bei friihgeborenen Kindern.

Bifidobakterien werden mit Hilfe des entero-mammaren Weges Uber die Muttermilch
Ubertragen (siehe Kapitel 2.4. Zusammensetzung und Eigenschaften der nichtpasteurisierten
Muttermilch sowie deren Einfluss auf die Entstehung des kindlichen gastrointestinalen
Mikrobioms).

Eine Transmission gramnegativer Bakterien Uber die Muttermilch auf das friihgeborene Kind
fand in einer estlandischen Studie von U. Parm et al. nur selten statt."”" Stuhlproben und
Hautabstriche von 49 Frihgeborenen mit einem Gestationsalter <37 SSW, sowie Milchproben
der Mutter wurden mikrobiologisch untersucht und miteinander verglichen. Die Ergebnisse
zeigten eine geringe und flichtige gramnegative Kolonisation der Muttermilch, eine
Transmission auf das Frihgeborene erfolgte in weniger als 1/10 aller Falle. Auch in dieser
Studie wurde eine hohe bakterielle gramnegative Kolonisation des Gastrointestinaltraktes der
frihgeborenen Kinder von 89,9 % (95 % Cl 77.8— 96.7 %) beschrieben. Dominierende Spezies
waren Klebsiella oxytoca und Enterobacter cloacae. Eine bakterielle gramnegative
Hautkolonisation war in 26,5 % (95 % Cl 14.9-41.1%) zu beobachten. Die Studie wies keine
Assoziation zwischen dem Vorkommen gramnegativer Bakterien in der Muttermilch und dem
Auftreten einer durch gramnegative Bakterien induzierte LOS nach.

Weitere Einflussfaktoren der mikrobiellen und somit einer moglichen bakteriellen
gramnegativen Kolonisation der Fruhgeborenen stellen die Haut der Eltern sowie des
medizinischen Personals, die Anwendung von Antibiotka und vor allem die
Krankenhausumgebung, medizinische Gerate und Behandlungsinterventionen dar.'"?

Diverse Studien verwiesen auf eine differente Kolonisation des gastrointestinalen
Mikrobioms, abhangig von den mikrobiellen Gegebenheiten der neonatologischen
Intensivstation.se,173-175

Als Ursprung bakterieller gramnegativer Kolonisationen der Fruhgeborenen gelten
beispielsweise enterale Erndhrungssonden sowie das teilweise feucht-kalte Milieu der

Inkubatoren.176-17s
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Welche Rolle spielt nun die Ernahrung mit pasteurisierter Mutter- und/oder Spendermilch im
Hinblick auf die bakterielle gramnegative Kolonisation des frihgeborenen Kindes? Wie lasst
sich der Trend zum vermehrten Auftreten von gramnegativen Bakterien nach Erhalt von
pasteurisierter Mutter- und/oder Spendermilch erklaren?

Zusammenfassend ist ein Fokus auf die geringe Variabilitat des frihgeburtlichen Mikrobioms
zu legen.® Diese reduzierte Erregervielfalt wird durch die Begleitumstande der Friihgeburt
gepragt, die Ernahrung des friihgeborenen Kindes gilt hier als ein Einflussfaktor von vielen.
Eine Uberpopulation pathogener Organismen mit folgender Dysbiose kann resultieren.®
Durch den Pasteurisierungsprozess der Muttermilch werden potenziell probiotische Bakterien,
welche schitzend wirken und zur grof3en Variabilitdt des Mikrobioms beitragen,

eliminiert.3*%3

Das bakterielle Gleichgewicht der Muttermilch wird beschadigt. Es zeigt sich eine signifikant
hdhere bakterielle Wachstumsrate in mittels Holder-Methode pasteurisierter Muttermilch. Auch
durch den Pasteurisierungsprozess erworbene Kontaminationserreger konnen sich schneller
vermehren.** Gramnegative Bakterien kdnnten somit einen Vorteil in der Kolonisation eines
mit pasteurisierter Muttermilch ernahrten Kindes erfahren.

Neben der in unserer Studie im Vordergrund stehenden Muttermilchpasteurisierung im Hinblick
auf eine bakterielle gramnegative Kolonisation der Friihgeborenen, iben hier ebenfalls ein
geringes Gestationsalter sowie ein niedriges Geburtsgewicht einen positiven Effekt auf das
Vorliegen von gramnegativen Bakterien aus.

In der bereits zitierten Studie aus den Vereinigten Staaten von A. Smith et al. galt ein
Geburtsgewicht von >1000 g als Risikofaktor fur eine bakterielle gramnegative Kolonisation
(HR (CI95)=1,56 (1,21-2,00); p=<0,001))."*® Hingegen sich in der Studie von P.L.Graham die
Pravalenz einer durch gramnegative Bakterien ausgelésten Sepsis mit einem niedrigeren
Geburtsgewicht erhéhte (Geburtsgewicht <750 g = 16,9 % (n=22/130), 1250-1499 g= 3,9 %
(n=6/155))."

Die Ergebnisse unserer Studie reihen sich in den Kontext der Forschung ein. Es bleibt
festzuhalten, dass die Muttermilchpasteurisierung nicht nur in unserer Studie einen Trend zum
Vorhandensein gramnegativer Bakterien bei Frihgeborenen birgt; sie gilt als potentieller
Risikofaktor einer vermehrten bakteriellen gramnegativen Kolonisation und folgend als
moglicher Risikofaktor einer LOS und anderen mit der Friihgeburt assoziierten

Morbiditaten.'®®

Doch ist die Indikation der Muttermilchpasteurisierung, die Pravention einer pCMV-Infektion
bei Frihgeborenen, nicht auler Acht zu lassen. K. Stock et al. prasentierten in ihrer Studie
eine signifikant hoéhere Pravalenz postnataler CMV-Infektionen nach Erhalt von
unpasteurisierter Muttermilch (p=0,008). Eine symptomatische pCMV-Infektion wurde in der

Studie jedoch nicht beschrieben.'® Bei in der Literatur stark schwankenden Angaben
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hinsichtlich Inzidenz und Symptomatik einer pCMV-Infektion, beschrieben P. Bimboese et al.
hingegen in ihrer Studie bei 22 % der pCMV-infizierten Friihgeborenen (Gestationsalter <32
SSW) eine schwere Symptomatik.?*

Es gilt, das Merkmal Muttermilchpasteurisierung bei Frihgeborenen im Hinblick auf eine
bakterielle gramnegative Kolonisation, das eventuelle Auftreten einer durch gramnegative
Bakterien induzierten Sepsis mit moglichen Spatfolgen und die Risikoreduktion einer ebenfalls

potenziell fir das Frihgeborene lebensbedrohlichen pCMV-Infektion in Relation zu setzen.

5.3. Limitationen

Eine Reihe von Limitationen verleihen unserer Studie eine relativierte Aussagekraft. Primar
steht die geringe Fallzahl des Gesamtkollektives und somit der beiden Kohorten im
Vordergrund. Ein Trend ist zu beobachten, jedoch ohne statische Signifikanz.

Ferner wurde pro Woche nur ein mikrobiologisches Abstrichergebnis eines jeden
Frihgeborenen betrachtet, obwohl teilweise mehrere Kolonisations-Screenings innerhalb
einer Woche erfolgten. Es ist somit anzunehmen, dass nicht immer alle Erreger und somit nicht
immer alle gramnegativen Bakteriengattungen eines jeden Frihgeborenen detektiert wurden.
Erganzend muss darauf hingewiesen werden, dass die mikrobiologischen Untersuchungen
durch die Empfehlungen der KRINKO als klinisch-mikrobiologisches Screening zur
Dokumentation des Kolonisationsstatus bei intensiv medizinisch behandelten Frihgeborenen
veranlasst wurden. Eine retrospektive Datenerhebung der mikrobiologischen Befunde erfolgte;
begleitende Informationen Uber die Klinik des entsprechenden Friihgeborenen, ob, wo und
wann ein Infektionsverdacht vorlag wurden nicht bertcksichtigt. Inzidenzangaben Uber
nachfolgende Erkrankungen durch gramnegative Bakterien, vor allem im Verhaltnis zur
bakteriellen gramnegativen Kolonisation, bietet unsere retrospektive Studie nicht.

Innerhalb der jeweiligen Kohorten vorliegende friihgeburtliche Komorbiditaten und eine damit
verbundene mogliche Reduktion des Allgemeinzustandes, medizinische Interventionen (z.B.
Beatmung) und Prozeduren (z.B. chirurgische Eingriffe), welche ebenfalls eine potentielle
Kolonisationsquelle bergen, waren uns nicht bekannt.

Als weitere Limitation ist die fehlende Differenzierung der Abstrichorte (Ohr, Magensaft,
anal/rektal). zu werten. Viele gramnegative Bakterien gelten als fakultativ pathogene Erreger.
Erst durch Delokalisationen an andere, atypische Kdorperregionen erlangen Sie pathogene
Eigenschaften.

Neben dem primar zu untersuchenden Risikofaktor Muttermilchpasteurisierung fanden in
unseren Modellen die Merkmale Gestationsalter und Geburtsgewicht Beachtung. Weitere,
bereits in der Studie aus den Vereinigten Staaten von A. Smith et al. beschriebene
Risikofaktoren mit der Outcome-Variablen einer vermehrten bakteriellen gramnegativen

Kolonisation, wie beispielsweise der Geburtsvorgang (vaginale Geburt), eine lange
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antibiotische Therapie (Carbapeneme)'s

und eine pranatale antibiotische Therapie der Mutter
wurden in unsere Studie nicht miteingeschlossen.

Die fehlende Kenntnis Uber die bakterielle Kolonisation der Krankenhausumgebung (Station)
wahrend des jeweiligen Studienzeitraumes ist ebenfalls als Limitation zu bezeichnen. Die
Krankenhausumgebung gilt als potentielle Quelle gramnegativer Bakterien (siehe Kapitel 5.2.
Einordnung der Ergebnisse in den Kontext anderer Studien).

Ferner wurden das Resistenzverhalten der Bakterien und die damit verbundene Einstufung
der Therapiemoglichkeiten nicht berlcksichtigt.

Entscheidendes Charakteristikum und Grundlage unserer Studie ist die Ernahrung der
Friihgeborenen mit nicht pasteurisierter bzw. pasteurisierter Mutter- und/oder Spendermilch.
Die Aussagekraft der Ergebnisse wird jedoch durch die fehlenden Mengenangaben der
Muttermilch, den nicht dokumentierten Zeitraum der Muttermilchzufuhr und durch eine
fehlende Differenzierung zwischen pasteurisierter Mutter- und/oder Spendermilch reduziert.
Als abschlielRende Limitation ist die fehlende Kenntnis Uber die Inzidenz einer mdglichen
pCMV-Infektion nach Erhalt von nicht pasteurisierter Muttermilch im Vergleich zu

pasteurisierter Mutter- und/oder Spendermilch zu werten.

5.4. Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend prasentiert die Studie auf der Basis retrospektiv erfasster
mikrobiologischer Daten die bakterielle gramnegative Kolonisation nach Erhalt nicht
pasteurisierter versus pasteurisierter Mutter- und/oder Spendermilch bei einem
Patientenkollektiv von 50 Friihgeborenen (Gestationsalter </=29 SSW,

Geburtsgewicht <1500 g). Es erfolgte eine differenzierte Betrachtung zweier Kohorten. Die
Ergebnisse zeigten einen Trend zum vermehrten Nachweis gramnegativer Bakterien nach
Erhalt  pasteurisierter =~ Mutter-  und/oder  Spendermilch. Ferner  barg die
Muttermilchpasteurisierung das mogliche Risiko einer vermehrten Anzahl an und eine langere
Kolonisationsdauer mit gramnegativen Bakterien.

Eine statistische Signifikanz der Ergebnisse ist nicht vorhanden; jedoch galt die
Muttermilchpasteurisierung auch im Kontext anderer Studien als potentieller Risikofaktor fir
die Kolonisation mit gramnegativen Bakterien sowie unter anderem als Risikofaktor einer LOS.
Interessanterweise stellten in unserer Studie neben der Pasteurisierung ein geringes
Gestationsalter und ein niedriges Geburtsgewicht ebenfalls einen potentiellen Risikofaktor fiir
das Auftreten gramnegativer Bakterien dar.

Die vorliegende retrospektiv klinische Beobachtungsstudie soll als Grundlage fir weitere
mogliche Studien dienen.

Um den Trend der gewonnenen Ergebnisse zu stitzen und ein statistisches
Signifikanzniveau zu erzielen, gilt es in einer neuen Studie ein groReres Patientenkollektiv zu

wahlen.
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Ferner sollten alle mikrobiologischen Abstrichdaten verwendet, deren Entnahmelokalisation
dokumentiert und in die Auswertung miteingeschlossen werden.

Die Betrachtung maoglicher weiterer, mit der Friihgeburt assoziierter Risikofaktoren hinsichtlich
des Auftretens gramnegativer Bakterien ist ebenfalls von Relevanz.

Welche weiteren Risikofaktoren bestehen und kénnen durch eine groRere Studie bestatigt
werden? Uben diese Risikofaktoren Einfluss auf die gramnegative Kolonisation aus?

Zudem stellt sich die Frage: Welche Konsequenz birgt die sich in dieser Studie abzeichnende
vermehrte bakterielle gramnegative Kolonisation der Friihgeborenen mit folgender Dysbiose?
Fihren die nachgewiesenen Erreger zu steigenden Inzidenzen frihgeburtlicher Infektionen,
Sepsen und Entziindungsreaktionen?

Inzidenzangaben bezlglich des Auftretens von Infektionen und Sepsen sollten in Relation zur
Kolonisation mit gramnegativen Bakterien gesetzt werden. Fir die folgenden Therapieoptionen
ware auch das Resistenzverhalten der Bakterien von Relevanz.

Ein weiterer Aspekt ware die Betrachtung der Muttermilchmenge: welche Menge an
Muttermilch ist notwendig um eine Differenz der bakteriellen gramnegativen Kolonisation
hervorzurufen?

W. Corpeleijn et al. postulierten beispielsweise in ihrer Studie eine signifikante Risikoreduktion
des Auftretens einer Sepsis bei Fruhgeborenen (Geburtsgewicht <1500 g) nach einer
Ernahrung mit >50 % Muttermilch in den ersten fiinf Lebenstagen'®- Gilt dies méglicherweise
ebenfalls fur die Kolonisation mit gramnegativen Bakterien?

Zuletzt sollten weitere Studien ebenfalls die Inzidenzen eventueller pPCMV-Infektionen und die
damit verbundene Klinik der Frihgeborenen dokumentieren. Denn das Risiko einer moglichen

pCMV-Infektion bei Frihgeborenen rechtfertigt  die Indikation zur

Muttermilchpasteurisierung.

Es gilt, die bakterielle gramnegative Kolonisation, in der Folge auftretende Infektionen und
Sepsen sowie pCMV-Infektionen und deren Folgen fur das frihgeborene Kind in Bezug auf die
Muttermilchpasteurisierung zu untersuchen.

Die Muttermilch birgt unzahlige, auch nachhaltig positive Effekte fur das frih- und reifgeborene
Kind, diese Annahme wird in unserer Studie durch eine Reduktion gramnegativer Bakterien
nach Erhalt von unpasteurisierter Muttermilch untermauert.

Hieraus ergibt sich ein fortbestehender Anreiz nach weiteren  mdglichen
PraventionsmalRnahmen einer pCMV-Infektion zu suchen; denn es gilt die protektiven,
immunitatsfordernden, an den Bedarf des Kindes angepassten Bestandteile der
unpasteurisierten Muttermilch zu bewahren und eine fur das frihgeborene potentiell

gefahrliche pCMV-Infektion zu vermeiden.
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7.3. Aufklarungsbogen zur Ernahrung mit unpasteurisierter Muttermilch bei

CMV-positiver Mutter
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Zeichen: p&

Kéin, 08.04.16/ p6

Elterninformation zur Erndhrung mit unpasteurisierter Muttermilch bei CMV-positiver Mutter

Liebe Eltern,

Sie haben sich entschlossen, Ihr kleines Frahgeborenes mit Muttermilch zu ernahren. For diesen
Entschluss danken wir lhnen und méchten Sie dabei gerne unterstutzen. ‘
Muttermilch ist die beste Ernahrung for Ihr Kind. Die Muttermilch schotzt Ihr Kind vor schweren
bakteriellen Infektionen und EntzOndungen des Magen-Darm-Traktes.
Vor der Geburt wurde Ihnen Blut abgenommen, um zu testen, ob Sie Antikérper gegen das sog.
Zytomegalievirus (CMV) haben. Etwa die Halfte aller Erwachsenen hat Antikérper gegen dieses Virus
und hat diese als kleines Kind erworben. Far Sie ist das Virus harmlos.
Allerdings bleibt CMV, ahnlich wie das Virus des Lippenherpes, ein Leben lang im Kérper vorhanden und
wird Uber die Muttermilch Ubertragen. Babys nehmen das Virus dann mit der Milch auf, Bei einem

" gréReren Fruhgeborenen oder einem reifen Neugeborenen fihrt die Virustibertragung nicht zu einer
Erkrankung. . '
Bei einemsehr kleinen Frihgeborenen, wie lhrem Kind, kann das Virus in seltenén Fallen zu einer
Erkrankung fuhren, die einer Infektion &hnelt. Das Virus kann durch Pasteurisieren (Erhitzen) der
Muttermilch abgettet werden; damit besteht kein Risiko der Ubertagung mehr. Allerdings verliert die
Muttermilch durch das Pasteurisieren wertvolle Bestandtelle, und die Muttermilch ist weniger gut in der
Lage, Ihr Kind vor anderen Infektionen zu schitzen.
Wir empfehlen aus diesen Griinden, trotz des (geringen) Risikos einer Erkrankung durch CMV, Ihrem
Kind die Muttermilch unpasteurisiert zu geben, um die schitzenden Bestandteile der Muttermilch nicht zu
zerstoren. Wir untersuchen in diesem Fall einmal wéchentlich den Urin Ihres Kindes, da im Urin eine

. eventuelle Ansteckung Ihres Kindes mit CMV friihzeitig zu erkennen ist.
Sollte sich Ihr Kind dann mit CMV angesteckt haben, besprechen wir die Therapieoptionen mit Ihnen.
Bitte Giberlegen Sie sich, ob Sie mit der Gabe von unpasteurisierter Muttermilch einverstanden sind, und
sprechen Sie uns an, wenn Sie weitere Fragen haben.

Vielen Dank!
Ihr Team der neonatologischen Intensivstation.

o Ja; ich bin mit der Gabe unpasteurisierter Muttermilch einverstanden.
o Nein, ich wiinsche, dass meine Muttermilch vor der Gabe pasteurisiert wird.
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