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VORWORT

Die Idee fUr diese Diplomarbeit entstand im Laufe einer bereits mehrjdhrigen

Zusammenarbeit mit Univ. Ass. PD Dr. Volker Strenger.

Da mein besonderes fachliches Interesse schon seit Beginn meines Studiums der
Padiatrie gilt, habe ich an einigen Wahlfdchern an der Universitatsklinik for Kinder-
und Jugendheilkunde Graz teilgenommen. Im Rahmen der ,,P&diatrischen
Infektiologie* ergab sich schlieBlich fir mich die Mitarbeit an einem Projekt von Univ.
Ass. PD Dr. Strenger.

Bereits 2009 beschdaftigten wir uns erstmals mit der Bestandsaufnahme der ESBL-
Problematik an der Grazer Kinderklinik. Es folgten Posterprdsentationen Gber die
Inzidenz von ESBL-Bildnern bis zum intestinalen Keimspekirum Neugeborener, ein
Artikel wurde im Journal of Antimicrobial Agents publiziert. Im Zuge der retrospektiven
Datenanalyse fUr ein anderes Projekt, wurden wir auf das Jahr 2005 mit einer
besonders hohen Zahl an detektierten ESBL-Bildnern und einer hohen Inzidenz der
nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) aufmerksam. Da im Pathogenesemodell der NEC
die bakterielle Kolonisation des kindlichen Darms eine wichtige Rolle spielt,
untersuchten wir in Folge einen moglichen Zusammenhang dieser beiden

Beobachtungen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund

Intestinale (Fehl-) Besiedelung gilt neben anderen als Risikofaktor fUr die Entwicklung
einer nekrotisierenden Enterokolitis (NEC). Extended Spectrum Beta-Lactamase
bildende Enterobakterien (ESBL-E.) stellen zunehmend auch in der Neonatologie ein
Problem dar. Mit dieser Studie mdchten wir einen moglichen Zusammenhang

zwischen einer Besiedelung mit ESBL-E. und der Entwicklung einer NEC untersuchen.

Methoden:

Nach dem ersten Auftreten von ESBL-E. an der neonatologischen Intensivstation
(NICU) der Medizinischen Universitat Graz 2004, wurde eine zweimal wochentlich
durchgefUhrte Analyse von Stuhlproben aller stationdren Kinder etabliert. Die
retrospektive Analyse der klinischen und mikrobiologischen Daten aller Patientinnen
der NICU Graz von Janner 2005 - September 2011, untersuchte eine mogliche
Assoziation zwischen der Entwicklung einer NEC und einer ESBL-E. Besiedelung sowie
anderer Risikofaktoren. Mit RepPCR (Diversilab®, bioMerieéux) wurden Klonalitét der
St&dmme sowie die ESBL-Enzyme mittels PCR bestimmt. FUr die statistischen Analysen
wurden MS Excel® und SPSS 18.0 for Windows® verwendet.

Ergebnisse:

Von 3897 Patientinnen wurden 146 (3,7%) Frih- und Neugeborene mit ESBL-E.
besiedelt. 16 entwickelten eine NEC, von diesen waren 7 (43,8%) mit ESBL-E.
besiedelt. ESBL-E. besiedelte Kinder entwickelten signifikant (p<0,001) h&ufiger eine
NEC im Vergleich zu Kindern ohne ESBL-E. Nachweis. Wir entdeckten 2 ESBL-bildende
Spezies (Klebsiella pneumoniae und Klebsiella oxytoca) in den Kulturen der NEC-
Patientinnen, 2 verschiedene Klone von ESBL-bildenden Klebsiella pneumoniae

wurden identifiziert. 5x konnte das Enzym CTX-M-3 und 1x SHV 12 identifiziert werden.

Diskussion:

Die Ergebnisse weisen auf einen moglichen Zusammenhang zwischen einer
Besiedelung mit ESBL-Bildnern und der Entwicklung einer NEC hin. Da die NEC-
Inzidenz in Graz — trotz des groBen untersuchten Kollektivs — gering ist und sowohl NEC
als auch Besiedelung mit ESBL-Bildnern i.e.L. Probleme Frihgeborener mit geringem
Geburtsgewicht sind, wird die Aussagekraft der Studie mdglicherweise dadurch

limitiert.
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ABSTRACT
Background:

Though the exact pathogenesis of necrotising enterocolitis (NEC) is not yet known in
detail, bacteria seem to play a large role in initial gut injury mechanisms. Extended
spectrum beta lactamase-producing enterobacteriaceae (ESBL-E.) are a growing
problem, especially in intensive care units (ICU’s), around Europe. The aim of this
study was to describe a NEC collective concerning colonisation with ESBL-

enterobacteriaceae.
Methods:

We retrospectively analysed 3897 newborns who attended the neonatal intensive
care unit (NICU) of the University Hospital for Paediatrics and Adolescent Medicine
Graz between January 2005 and September 2011. To identify the colonisation with
ESBL-E., stool cultures were routinely taken twice a week. Clonality of the strains and
ESBL- enzymes were detected by Diversilab®© by bioMeriéux and PCR, respectively.
We performed descriptive statistic procedures with MS Excel© and SPSS 18.0 for
Windows®©.

Results:

We detected 146 (3,7%) patients colonised with ESBL-E. 16 patients developed NEC,
7 (43,8%) were found ESBL-E. positive. NEC was developed significantly (p<0.001)
more frequent in neonates who were colonised with ESBL-E. than in neonates without
ESBL-E. colonisation. In NEC patients, we detected 2 different ESBL-producing species
(Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca), 2 different clones of ESBL-producing
Klebsiella pneumoniae were identified. Following ESBL-enzymes were found: CTX-M-3
(5x) and SHV-12 (1x).

Discussion:

This results show a possible association between colonisation with ESBL-E. and
development of NEC. Although we analysed a large collective, the NEC incidence in
Grazis low. As NEC and colonisation by ESBL-E. both are mainly problems of preterm
children with low birth weight, those possible confounders may limitiate the

statement of this study.
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1. EINLEITUNG

Die nekrotisierende Enterokolitis (NEC) ist eine akut auftretende entzindliche
Erkrankung des DUnn- und Dickdarms. Im Verlauf kann sie zu einem septischen

Krankheitsbild mit disseminierten Darmnekrosen und Darmperforation fGhren.

Die NEC ist die haufigste Ursache gastrointestinaler Notfdlle Neugeborener, vor allem

FrGhgeborene mit einem Geburtsgewicht unter 1500g sind gefdhrdet.

Geburt vor der vollendeten 37.

Definition Frih tlichkeit:
efinition Frohgeburtiichkei Schwangerschaftswoche (SSW; <260 Tage)

GG <2500g: low birthweight infant

Definition nach Geburtsgewicht (GG): GG <1500g: very low birthweight infant
GG <1000g: extremely low birthweight infant

Die NEC ist eine multifaktorielle Erkrankung, es spielen mehrere pathogenetische

Faktoren eine Rolle(1,2):

e Unreife der intestinalen Mechanismen
e Bakterielle (Fehl-) Besiedelung des kindlichen Darms

e Orale ErnGhrung

Intestinale Fehlbesiedelung gilt neben geringem Gestationsalter und geringem
Geburtsgewicht (in 90% der Falle sind FrUhgeborene betroffen) als Risikofaktor, eine
nekrotisierende Enterokolitis zu entwickeln(3,4). Die NEC tritt sporadisch, aber auch
epidemisch auf, weshalb ein infektidses Geschehen als Ursache diskutiert wird. Ein
einzelnes ausldsendes Agens bzw. eine urséchliche Spezies konnte nicht identifiziert
werden, jedoch wurden verschiedene Pathogene mit der Entwicklung einer NEC in

Zusammenhang gebracht(1).

Internationale Uberwachungsprogramme wie z.B. das europdische EARSS (European
Antimicrobial Resistance Surveillance Systems) liefern in den letzten Jahren vermehrt
Daten hinsichtlich einer Zunahme an Enterobakterien-lsolaten, welche mit der
Fahigkeit Extended Spectfrum Beta Lactamasen (ESBL) zu bilden ausgestattet sind

und somit Resistenzen gegen fast alle Beta-Lactam Antibiotika aufweisen (siehe




Kapitel 3.3 Epidemiologie). In der Literatur existieren Berichte Uber nosokomiale
AusbrUche von ESBL-bildenden Enterobakterien, wo simultan auch die Inzidenz der

NEC-Fdlle stark anstieg(5,6).

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde versucht, einen moglichen Zusammenhang
zwischen einer intestinalen Besiedelung mit ESBL-bildenden Enterobakterien (ESBL-E.)
und der Entwicklung einer NEC in der neonatologischen Intensivstation (neonatal
intensive care unit; NICU) der Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendheilkunde Graz

aufzuzeigen.



2. NEKROTISIERENDE ENTEROKOLITIS

2.1 EPIDEMIOLOGIE

Die Zahl der Patientinnen auf neonatalen Intensivstationen nahm in den letzten
Jahrzehnten durch die Entwicklung neuer Behandlungsmaéglichkeiten, speziell fir
frthgeborene Kinder, konstant zu. Mit dem vermehrten Uberleben auch der kleinsten
FrGhgeborenen (VLBW, ELBW) seit fldichendeckender EinfGhrung der Surfactant-
Therapie in den 1980er Jahren, nahm auch die Inzidenz der NEC zun&chst zu und lag
bis zur Mitte der 1990er Jahre bei durchschnittlich 12% aller stationdren Patientinnen
einer NICU. Vor allem den verbesserten HygienemaBnahmen, aber auch
verschiedenen Prédventionsstrategien ist es zu verdanken, dass die Inzidenz seither

gesenkt werden konnte(7):

1-3 von 1000 lebend geborenen Kindern entwickeln eine NEC(8). Von allen
Patientinnen, die stationdr an einer NICU behandelt werden, erkranken zwischen 1%
und 7,7% an einer NEC, in 90% sind FrUhgeborene davon betroffen(?). 2-5% der
Kinder mit VLBW erkranken an einer NEC(8).

Die Prévalenz der NEC variiert geografisch stark, die Erkrankung kann auch

epidemisch auftreten(8).

Die Mortalitat der NEC betragt durchschnittlich 25-30%, im hdéchsten Stadium 3 mit
Notwendigkeit zur chirurgischen Intervention bis zu 54% (fUr Kinder mit ELBW bzw. GA
<28 Wochen auch noch héher)(8). 25-50% der NEC-Patientinnen bendtigen eine
chirurgische Therapie, die postoperative Morbiditat ist mit durchschnittlich 47%
ebenfalls hoch (9% entwickeln eine Sepsis, 6% haben Wundinfektionen und 2,3% der

Kinder erfahren intraabdominelle Abszendierungen)(10).

10% der Uberlebenden Kinder entwickeln ein Rezidiv der Erkrankungen, 50% leiden
unter Langzeitfolgen der NEC wie Ausbildung von Briden, Kurzdarmsyndrom und

infrahepatische Cholestase(8).



2.2 ATIOLOGIE UND PATHOGENESE

Nach 50 Jahren intensiver Forschung gibt es verschiedene Theorien zur Atiologie der
nekrotisierenden Enterokolitis. Die NEC ist eine multifaktorielle Erkrankung und man
untersucht seit den 1960er Jahren ihre komplexe Pathogenese. Die
Wissenschaftlerinnen befassten sich vor allem mit den ,,am wichtigsten

empfundenen Risikofaktoren(?)*:

e FrOhgeburtlichkeit
e enterale Erndhrung
e Schadigung der intestinalen Mukosa

e infestinale Kolonisation mit Bakterien

Meilensteine der NEC-Ursachenforschung:

Von Interesse der ersten klinischen Studien war die Problematik der postnatalen

Ernahrung FrGhgeborener(?,11).

Martin J. Bell hat Ende der 1970er Jahre die Bedeutung der bakteriellen Besiedelung
des kindlichen Darms im Zusammenhang mit der NEC entdeckt(3,4,12). Zusatzlich
hat er eine Klassifikation der NEC anhand klinischer Symptome entwickelt, die die
Grundlage therapeutischer Entscheidungen darstellen sollte(13), sie ist in leicht

modifizierter Weise bis heute im klinischen Einsatz.

Die Epidemiologie der NEC mit geh&uftem Auftreten der Erkrankung und das
septische Krankheitsbild lassen an eine Infektionskrankheit denken(1). Bestrebungen,

ein einzelnes infektidses Agens als Ursache zu entdecken, sind fehlgeschlagen.

Auch fehlende oder nur sehr langsame Anpassung der intfrauterinen Physiologie an
die postnatalen Gegebenheiten (Peristaltik, Ingestion, physikalische Barriere) sowie
die Mechanismen des angeborenen und erworbenen Immunsystems sind immer

noch Gegenstand der Forschung(14-16).

Die Entwicklung der Molekularbiologie fUhrte zur Entdeckung von neuen, &tiologisch
interessanten, Faktoren: platelet activated factor (PAF), intestinale Toll-like-
Rezeptoren (TLR), kurzkettige FettsGuren (short chain fatty acids; SCFAs) und die
Aktivierung der Cytokin-induzierten Entzindungskaskade seien hier zu nennen (9,17).

Ihnen allen ist gemein, dass sie zu einer massiven EntzOndungsreaktion des Kérpers

fOhren kbnnen (systemic inflammatory response syndrome; SIRS).



2.2.1 FRUHGEBURTLICHKEIT

Die Fruhgeburtlichkeit ist der wichtigste Risikofaktor eine NEC zu entwickeln, aber

auch reifgeborene Kinder kénnen an NEC (5-25% der Falle(18)) erkranken.
Definition Fruhgeburtlichkeit siehe Tabelle 1 auf Seite x.

Ursachen der FriUhgeburt bzw. zusdtzliche Risikofaktoren der NEC:

e Vorzeitige Wehen/ vorzeitiger Blasensprung

e Amnioninfektionssyndrom (AIS) und Chorioamnionitis (proinflammatorische
Lytokine — systemische fetale EntzOUndungsreaktion)

e MdUtterliche Erkankungen wie Préeklampsie

e Akute Plazentaldsung

¢ Mehrlingsschwangerschaften

Die Epidemiologie der NEC in den 1970er Jahren zeigt hauptsdchlich FrGhgeborene =
30 SSW(19). Ohne Surfactantsubstitution war das Atemnotsyndrom (acute respiratory
distress syndrome; ARDS) die haufigste Todesursache der Neonatalperiode (60% der
FrGhgeborenen <30 SSW entwickeln ein ARDS). Seit der Erstbeschreibung einer
Surfactantsubstitutionsbehandlung 1980 durch Fujiwara et al. (1) und dem v.a.
dadurch bedingten Uberleben immer jungerer Frihgeborener, zahlen die VLBW- und
ELBW-Kinder zur Hochrisikogruppe der NEC (siehe dazu auch Kapitel 2.3 Klassifizierung
der NEC nach Bell).

Wesentliche Ursache des ARDS ist ein Mangel des pulmonalen oberfldchenaktiven
Stoffes Surfactant (surface active agent), welcher die Oberflachenspannung der

Alveolen vermindert und dem exspiratorischen Alveolarkollaps vorbeugt.

Bei einem Atemnotsyndrom entwickeln sich unmittelbar nach der Geburt
Atelektasen in den Lungen FrUhgeborener, die MinderbelUftung fuhrt zu Hypoxie und
Hypox&mie. Die Folge ist eine systemische Hypotension, der CO»- Partialdruck steigt

an und es entwickelt sich eine Azidose(1).

Eine Hypoxie - Hypotonieperiode kann zur Unterversorgung und Schdadigung der
Darmepithelien fUhren, die intestinale Barriere wird durchldssig und eine NEC kann

entstehen (s.u.).




Die Neugeborenensepsis ist eine disseminierte mikrobielle Erkrankung, die durch die
klinischen Symptome einer systemischen Entzindungsreaktion (systemic

infalammatory response syndrome; SIRS) und die BakteriGmie charakterisiert ist.
Man unterscheidet 2 Verlaufsformen:

e Early onset Sepsis (frGheinsetzende Sepsis): Auftreten der Symptome vor dem
vollendeten 5. Lebenstag (LT), der Erreger entstammt meist dem
Keimspekirum der Vagina, z.B.: Streptokokken der Gruppe B, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus sp. u.q.

o Late onset Sepsis (spdteinsetzende Sepsis, nosokomiale Sepsis): Auftreten der
Symptome nach dem 5. LT, der Erreger ist meist ein nosokomialer
(Hospitalismus-) Keim, z.B.: Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp.,

Candida albicans u.q.

Risikofaktoren der early onset Sepsis(1):

e Vorzeitiger Blasensprung und Amnioninfektionssyndrom

o Fieber/BakteriGmie der Mutter

e Fruhgeburtlichkeit

¢ Vaginale und/oder rektale Kolonisation der Mutter mit pathogenen Erregern

(Infektion auf dem Geburtsweq)

Risikofaktoren der nosokomialen/late onset Sepsis sind intensivmedizinische

MaBnahmen (Intubation und Beatmung, zentrale Katheter, Lipidinfusionen),
mangelhafte Hygiene (unzureichende Handedesinfektion) und Kontamination der
Oberfldchen mit Hospitalismuskeimen. Intensivmedizinisch behandelte Froh- und

Neugeborene zdhlen zu den Risikopatienten fur eine nosokomiale Sepsis(1).



Abbildung 1: Frihgeborenes mit invasiver nasofrachealer Beatmung; aus (57)

Klinische Symptome der neonatalen Sepsis(1):

e Temperaturinstabilitdt: Hyper-, Hypothermie

e Atemstérungen: Tachypnoe, Bradypnoe, Apnoe = Hypoxie/Hypoxdmie

e Zirkulatorische Insuffizienz: periphere Mikrozirkulationsstérungen, Bldsse, grau-
marmoriertes Hautkolorit, septischer Schock, Multiorganversagen,
disseminierte infravasale Gerinnung

e Gastrointestinale Symptome: Trinkschwdche, Erbrechen, abdominelle
Distension = Intoleranz gegenuber enteraler Erndhrung (FIP, siehe Kapitel

Klassifizierung der NEC nach Bell)

Entzindungsindikatoren werden als Warn- und Verlaufsparameter einer neonatalen
Infektion gesehen. Dazu gehdéren die Gesamtzahl der Leukozyten am 1. LT, die
Gesamtzahl aller neutrophilen Granulozyten, der unreifen Granulozyten und der I/T-
Ratio (Quotient aus der Zahl der unreifen [immature] Zellen und der Gesamtzahl
[fotal]). Eine Thrombozytopenie tritt bei ca. 30% im Verlauf der Erkrankung auf.
Erhdhte Werte des C-reaktiven Proteins (CRP) und des Interleukins 6 (l16) weisen auf

eine Infektion hin (1).

Eine Infektion mit systemischer EntfzUndungsreaktion kann die intestinalen Epithelien
schadigen (siehe gastrointestinale Symptome und Kapitel 2.2.3 Immunologie), die

Barriere wird durchldssig und eine NEC kann entstehen(1).




2.2.2 INTESTINALE UNREIFE UND ERNAHRUNG

Bei der schrittweisen Etablierung der enteralen Erndhrung Fruhgeborener, muss sich
das Resorptionsvolumen der Darmmukosa an die Nahrungsmenge anpassen. Ebenso
muss sich der Plexus myentericus Auerbach an die Bolusgaben der Nahrung (>20
kal/kgKG/Tag) anpassen und die Peristaltik dementsprechend koordinieren, was
zusammen mit einer effektiven Saug-Schluck-Koordination normalerweise mit einem
Alter von 32-34 Gestationswochen entwickelt ist. Findet die Adaptation des Darms
nicht in ausreichendem MagB statt, kommt es zur Stase unverdauter Nahrung —
zumeist am jejunoilealen Ubergang — und einer Fehlbesiedelung mit enteraler
Flora(19).

Ein Ungleichwicht zwischen zugefUhrter Nahrung und Verarbeitungskapazitéat im
kindlichen Gastrointestinaltrakt fUhrt zu den Symptomen der Intoleranz enteraler

Ernahrung (feeding intolerance of prematurity; FIP)(19):

¢ Vermehrtes Magenrestvolumen
e Gespanntes Abdomen
¢ Stuhlverhalt

e Apnoeneigung

Tritt eine NEC auf, hat das Kind bereits fast immer Nahrung auf enteralem Weg
erhalten. Oft beobachtet man erst Wochen nach Etablierung enteraler Erndhrung
erste Symptome der NEC, jedoch meist in zeitlichem Zusammenhang mit dem

Erreichen der vollen Nahrungsmenge(?).

Die intestinale physikalische Barrierefunktion besteht aus mehreren Ebenen.
FrGhgeborene verfugen noch Uber keine vollstandig funktionierende intestinale
Schranke(16)(14):

1. Das intestinale Epithel erhdlt durch tight junctions (Schiussleisten; zonula
occludentes) inre semipermeablen Eigenschaften. Sie limitieren das
Eindringen von Bakterien und Makromolekilen, aber ermdglichen Transzytose

und Absorption von Nahrstoffen. Die wichtigsten Membranproteine der tight




junctions sind Occludine und Claudine, welche bei Fruhgeborenen noch nicht
vollst&ndig miteinander interagieren — das gilt als der Hauptgrund fur die

erhohte Permeabilitat des Darmepithels.

. Zwischen den Epithelzellen befinden sich schleimproduzierende Becherzellen.
Der von ihnen produzierte Mukus enthdlt Glykoproteine wie Mucine und
verschiedene Proteine wie z.B. den frefoil factor. Die Menge und
Zusammensetzung des Mukus dndert sich postnatal nach Kontakt mit der
mikrobiellen Flora und wdhrend der Heilungsphase nach einer Schadigung.
Man geht davon aus, dass Defizite in der Produktion von Mukus sowie dessen
Zusammensetzung bei Fruhgeborenen die Invasion von Bakterien erleichtern —

ein Schritt der Entstehung und Ausbreitung einer Infektion.

Die S@ureproduktion der enterochromaffinen Zellen der Magenschleimhaut
verhindert das Vorankommen von Bakterien in die proximalen
Darmabschnitte. Bei Frohgeborenen ist der pH- Wert der Magensdure noch

hoch und senkt sich erst mit ansteigendem Alter auf einen Wert <4,

. Von Epithelien und Immunzellen produzierte Zytokine als Reaktion auf
bakterielle Antigene wie Lipopolysaccharid (LPS) kdnnen mglicherweise die
intestinale Barriere der tight junctions schwédchen und die Invasion der
Bakterien und ihrer Stoffwechselprodukte dadurch zu begunstigen. Mehr dazu

im folgenden Kapitel Immunologie.
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Abbildung 2: Zusammenfassung der unreifen intestinalen Mechanismen; aus(14)



2.2.3 IMMUNOLOGIE

Da FrGhgeborene ein unreifes Immunsystem und herabgesetzte Abwehrfunktionen
gegenuber Keimen haben, sind ein geschulter Umgang und spezielle
Hygienerichtlinien erforderlich. Im Folgenden wird versucht, die LUcken der unreifen
Abwehrmechnismen im Hinblick auf die Empfdanglichkeit Frihgeborener fir

Infektionen, speziell des Intestinaltrakts, darzustellen.

Der Gastrointestinaltrakt verfugt Uber das gréBte lymphatische Gewebe des Korpers
(gut associated lymphatic tissue; GALT), es ist zustandig fur die Koordination von
Immunreaktionen zwischen dem angeborenen und dem Erworbenen Immunsystem
(IS). Das GALT besteht aus Lymphozyten (erworbenes IS), Gewebsmakorphagen,
dendritischen Zellen, spezialisierten epithelialen Zellen genannt M-Zellen, die die
Peyer-Plaques (Ansammlungen von Lymphoyzetn in allen Stadien) umhullen und den

Paneth’'schen Koérnerzellen in den Krypten des Darmepithels.

1.) Die Aufgabe von Makrophagen und dendritischen Zellen ist das Aufnehmen,
Verarbeiten und Prdsentieren von Antigenen (anfigen presenting cells; APC)
an Lymphozyten. Sie nehmen Antigene direkt aus dem Darmlumen auf oder
Ubernehmen Antigene, die von M-Zellen prozessiert wurden und prdsentieren
sie(16). Durch die speziellen Rezeptoren dieser Zellen, die pattern recognition
receptors (PRRs; z.B. Toll-like-Rezeptoren; TLR), kdnnen hochkonservierte
Bakterienantigene (pattern) erkannt werden. Die wichtigsten TLR und ihre
Liganden(20):

e TLR-1: Bakterielle Lipopeptide(16)

e TLR-2: Peptidoglykane der Bakterienhulle und Lipoteichonsdure (lipoteichoic
acid; LTA)(16)

e TLR-3: Peptidoglykane und doppelstrangige virale RNA (16)

e TLR-4: Das Oberfldchenprotein Lipopolysaccharid, das auf gramnegativen

Bakterien exprimiert wird, bindet an den Rezeptor CD14 (cluster of
differentiation; CD)einer Immunzelle und aktiviert dadurch TLR-4. Er induziert
die Expression von EntziUndungsmediatoren und Zytokinen. Auch Enterozyten
tragen TLR-4 an ihrer Oberfl&che. Wird er aktiviert, folgt eine verstarkte

Haftung der Zelle im Verband (Zellmigration wird blockiert) und die Zellteilung
1




2)

wird Uber Dysregulation des intestinalen wnt--Catenin Pathway direkt gestort
(Hemmung der Proliferation und damit Stérung von Reparationsprozessen).
Die Dichte der TLR-4 im fetalen Darm nimmt physiologisch in der
Spatschwangerschaft ab, die luminale (gramnegative) Flora wird in Folge
immunologisch toleriert. Bei Fruhgeborenen mit NEC ist die Dichte der TLR-4
noch sehr hoch, was die inflammatorische Reaktion (gemeinsam mit anderen
Faktoren, insbes. PAF [s.u.]) auf gramnegative Bakterien erklGren kann(21).
TLR-5: Flagellin (20)

TLR-6: Di- und triacetylierte bakterielle Lipoproteine(16)

TLR-7+8: Guanosin- und Uracil- reiche einzelstréngige virale RNA(16)

TLR-9: CpG-repeats (Cytosin-phosphatidyl-Guanin; die beiden Basen sind
mittels Phosphodiesterbricke miteinander verbunden und kennzeichnen oft
eine Promoterregion bakterieller DNA). Studien konnten zeigen, dass eine
Aktivierung von TLR-? durch CpG-repeats die Expression von TLR-4 hemmt. Bei
Patientinnen mit NEC ist die Dichte der TLR-4 erhdht und im Gegenzug die
Dichte der TLR-9 herabgesetzt. Dieser Mechanismus kdnnte die beobachtete
protektive Wirkung von probiotischen Préparaten erkldren: sie enthalten sehr
viel bakterielle DNA und hemmen Uber Erhéhung der TLR-9 Expression die

Expression von TLR-4(21).

Binden bakterielle Antigene an die PRRs einer Immunzelle, wird sie dadurch
aktiviert und sezerniert verschiedene Mediatoren und Zytokine, die andere
Zellen des Immunsystems anlocken und aktivieren(22) (siehe dazu Kapitel
2.2.3.2 Zytokine). (16)(17)

Bei Neugeborenen sind diese Mechanismen noch nicht effizient und das
Immunsystem hat nur eine beschrankte Kapazitat pathogene Organismen zu

erkennen und darauf addquat zu reagieren(16).

Paneth’sche Kornerzellen produzieren eine Vielzahl antibakterieller
Substanzen:

Defensine

Lysozym

Sekretorisches Phospholipid A2

Lektine




3.)

4.)

Die Sekretion der Paneth’schen Zellen wird durch Bestandteile der
Bakterienwand wie z.B. das Oberfldchenprotein Lipopolysaccharid (LPS) oder
Lipoteichonsdure stimuliert. Eine Studie von Salzman et al. zeigt, dass a-
Defensine bei Feten und Fruhgeborenen in signifikant niedrigeren Levels
vorliegen als bei reifen Neugeborenen und Erwachsenen. Unter anderen aus
diesem Grund scheinen Fruhgeborene empfanglicher fir eine bakterielle
Fehlbesiedelung zu sein, welche eine wichtige Rolle in der Entstehung der NEC
spielt(16).

Polymorphonukledre Leukozyten (polymorphonuclear leucocytes; PMN)
kommen normalerweise im gesunden intestinalen Epithel nicht vor, aber in
einer fruhen Phase der NEC kann eine erhdhte Zahl im Intestinum gefunden
werden. Die Produktion von PMNs im Knochenmark von Neugeborenen und
inre Funktion ist eingeschrdnkt, was als weiterer Triggerfaktor einer bakteriellen
Fehlbesiedelung und Invasion interpretiert wird(16). Allerdings geht aus dieser
Arbeit nicht hervor, ob die intestinalen PMNs Ursache oder Folge der

Fehlbesiedelung sind.

B- und T- Lymphozyten verteilen sich Uber die gesamte Darmwand und sind
speziell in den Payer Plaques in groBer Zahl vorhanden. Intraepitheliale
Lymphozyten sind T-Lymphozyten und ordnen sich zwischen den Enterozyten
an. Zwar werden B- und T-Lympgozyten schon wdhrend des fetalen Lebens
gebildet, das gesamte Immunsystem (systemisch und intestinal) erreicht
jedoch erst postpartal nach Kontakt mit z.B. kommensaler Flora des

Intestinaltraktes volle Reife.

Der DUnndarm Erwachsener enthdlt 200-300 Peyer Plaques, mit vielen B- und T-
Zell Keimzentren. Auch Neugeborene haben bereits Peyer Plaques, jedoch im

Verhdltnis eine deutlich geringere Anzahl und kaum Keimzentren.

Die lamina propria der Mukosa von Neugeborenen enthdalt kaum sigA-
(sekretorisches Immunglobulin A) produzierende Plasmazellen. Das
normalerweise in der intestinalen Mukosa produzierte sIgA ist ein potenter
Inhibtor der viralen und bakteriellen Zelladhdsion. Es erreicht physiologisch erst
mit dem vollendeten 4. Lebensjahr die protektive Konzentration im

Darmlumen, diese relative Defizienz ist ein Teil des Erkldrungsmodells der




Empfindlichkeit von Neugeborenen gegenuber Infektionen an der intestinalen

Mukosa.

Lusatzlich sind T-Zellen von Neugeborenen weniger empfanglich for
Stimulationen mit Antigenen und antworten mit herabgesetzter proliferativer

Antwort auf mitotische Reize(16).

Der ,,Pathway der Zytokine“ spielt in der Entwicklung der NEC eine entscheidende
Rolle. Aus einer EntzUndungskaskade resultiert eine (kurz- oder langerfristige) Periode
der Ischdmie des Darm(-abschnitt)s, die gemeinsam mit dem darauf folgenden
Reperfusionsschaden unmittelbar zu den Symptomen der NEC fGhrt (siehe auch

Kapitel 2.3 Klassifizierung der NEC nach Bell).(18)

Hsueh et al. vermuten, dass auf einen initialen Stérfaktor (Hypoxie oder Infektion s.0.)
hin, die Mukosa primdr geschadigt wird. Nach der ersten enteralen Erndhrung, haftet
sich intestinale Flora an die unreifen Darmepithelien an, welche daraufhin mit
Produktion von Zytokinen wie TNFa (Tumor Nekrose Faktor) oder PAF (Plattchen
aktivierender Faktor) reagieren — die Entzindungskaskade beginnt(23).

Cetin et al. konnten zeigen, dass bakterielle Produkte wie LPS die Reparaturfunktion
der Enterozyten sowie die Migration neuer Enterozyten zum Ort der Schadigung
hemmen — es entsteht eine LUcke in der intestinalen Barriere, Bakterien kdnnen
eindringen und friggern die EntzOndungskaskade. Im Verlauf kommt es zur

Vasokonstriktion, Ischédmie und Darmwandnekrose (s.0. TLR-4)(24).

Bei der NEC beteiligte Zytokine k&énnen sowohl proinflammatorisch als auch
antiinflammatorische Wirkungen zeigen, im Folgenden werden Wirkungen und

Zusammenhd&nge genauer dargestellt(18):
1. TNFa

Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) wird von Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten
und u.a. sezerniert, er erhoht die Freisetzung von Interleukin 1 (II1), induziert
Fieber, Leukozytenmigration und Angiogenese sowie die akute Phase Reaktion
mit Produktion von akute Phase Proteinen wie z.B. CRP. TNFa ist auch in

Vorgdnge der Apoptose und die Schockentstehung involviert.




TNFa erhéht bei der NEC dramatisch die Freisetzung von Matrix
Metalloproteinasen (MMP), proteolytischen Enzymen mit der Fahigkeit die
extrazellulGre Matrix zu degradieren. TNFa reguliert die Expression der MMP9,
MMP12 und Stromelysin 1 in Makrophagen sowie MMP18 in Epithelzellen hoch,
was zum Zusammenbruch der extrazelluldren Matrix und zur Zerstérung des

Gewebes fuhrt.

Die natUrlichen Gegenspieler der MMPs sind die Gewebsinhibitoren der MMPs
(tissue inhibitors of MMP; TIMPs), welche von denselben Zellen gebildet werden
wie auch die MMPs. Pender et al. vermuten, dass die Zerstérung des Gewebes
bei der NEC von einer Imbalance der zerstérenden (MMPs) und reparativen
(TIMPs) lokalen Faktoren resultieren.

Lt. Ballace et al. zeigten 68% der in einem 10-Jahres Intervall chirurgisch

therapierten NEC-Patientinnen reparative Verdnderungen des Darms.

Im Vergleich zu anderen entzindlichen Darmerkrankungen liegt bei der NEC
eine niedrigere Zahl an TNFa-Transkripts vor. Tatsache ist jedoch, dass TNFa die

Transkription einer Vielzahl anderer Zytokine hochreguliert(16,18).
2. 1

Interleukin 1 (1) wird von Makrophagen und anderen Antigen-prdsentierenden
Zellen sezerniert. Es besteht aus 2 Komponenten, dem zellstandigen Teil lI1a und
der sekretorischen Komponente I1B. 1 wird von TNFa stimuliert, es unterstUtzt die
EntzOUndungsreaktion, es ist beteiligt an der Entstehung von Fieber, vermehrter
Adhdsion von Leukozyten, Phagozytenaktivierung und Leukozyten-
Costimulation. II1R induziert auch die Transkription des 118 Gens und dadurch die
vermehrte Produktion von neutrophilen Granulozyten. 1 spielt eine wesentliche
Rolle bei der Entstehung einer SIRS, welche zu Schock und Multiorganversagen

fUhren kann.

Studien zeigten eine signifikante Reduktion der Gliazellen der intestinalen
Nervenplexus in NEC-Patientinnen. Es konnte gezeigt werden, dass 11 eine Rolle
in der Integritat der Darmepithelien spielt. In Versuchen mit knock-out Mdusen
erkannte man einen Zusammenhang zwischen dem Fehlen spezieller GFAP+-
(glial fibrillary acidic protein positive-) Gliazellen und der Entwicklung einer

hamorrhagischen Jejunoileitis. 113 erhdht in vitro die Produktion von GFAP in




Gliazellen und hat dadurch einen protektiven Effekt auf die Darmepithelien
hat(18).

3. PAF

Plattchen akfivierender Faktor (PAF) spielt ebenfalls eine zentrale Rolle in der
Entstehung der NEC. Er ist ein von EntzUndungszellen, Endothelzellen,
Thrombozyten und Bakterien der intestinalen Flora produziertes Phospholipid,
welches mit dem PAF-Rezeptor (PAF-R) an Thrombozyten und neutrophilen
Granulozyten interagiert. Wird der PAF-R aktiviert, reagieren Thrombozyten mit
sofortiger Aggregation, Mediatoren werden ausgeschittet und Eicosanoide
werden gebildet. Systemische Applikation von PAF fUhrt zu gefdhrlicher

Hypotension und kann zum Schock fGhren.

Thrombozyten sezernieren nach Stimulation durch PAF 113 aus Mikrovesikeln. Das
so freigesetzte I11B spielt eine Rolle bei der Adhd&sion von Neutrophilen an der
Endothelwand mittels Selektinen. Es unterstUtzt das ,,Rolling* der Neutrophilen,

ihnre Emigration und unterhdlt dadurch die EntzGndungsreaktion.

Das lleum hat die héchste Dichte an PAF-R im Korper. Die groBe Anzahl an PAF-R
deutet auf die wichtige Rolle von PAF bei der NEC hin — die meisten NEC

Patientinnen zeigen eine Affektion der distalen DUnndarmsegmente.

Der naturliche Antagonist von PAF ist die PAF-Acetylydrolase (PAF-AH), die das
hochaktive MolekUl in ein unwirksames lyso-PAF umformt. Neugeborene haben
eine niedrige Aktivitdt von PAF-AH und sie zeigt eingeschrdnkte Funktionalitdt im
Darm von NEC-Patientinnen. Muttermilch enthalt im Vergleich zu Formula-
Nahrung eine ungleich hdhere PAF-AH Aktivitat. Die unreife PAF-AH Regulation in
Kombination mit der hohen Dichte an PAF-R im lleum kdnnen zusdtzliche

Faktoren fUr die Entstehung des EntzUndungsgeschehens darstellen(18).
4. 116

Erhdhte Levels an Interleukin 6 (116) im Blut von Neugeborenen sind assoziiert mit
einer erhdhten neonatalen Morbidit&t. Die Freisetzung von I16 wird von
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa und II1 ausgeldst und resultiert in der
Aktivierung von Lymphozyten, es induziert die Antikdrperfreisetzung in B-Zellen

und die Differenzierung von T-Zellen. Makrophagen, T-Helferzellen und intestinale
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Endothelzellen besitzen ll6-Rezeptoren. Wahrend einer Sepsis oder SIRS wird 116
verstarkt von Enterozyten sezerniert, unterstUtzt durch Bakterien, Endotoxine wie
LPS und andere Zytokine. ll6 aktiviert ebenfalls die Produktion von Akute Phase

Proteinen wie CRP.

Harris et al. beobachteten, dass der l16 Level in Patientinnen mit bakterieller
Sepsis und NEC 5-10fach hdéher ist als bei Patientinnen mit Sepsis alleine,
Kontrollen oder Patientinnen mit NEC ohne Keimnachweis. Verstorbene zeigten
héhere Werte als Uberlebende, daraus schloss man, dass ein erhdhter 116 Level

mit einer erhdhten Mortalitat assoziiert ist(18).
5. 18

Interleukin 8 (II8) unterstUtzt in der EntzOUndungskaskade die Chemotaxis der
neutrophilen Granulozyten durch Erhéhung der zelluldren Aktivitdt im
entzindeten Gewebe. II18 wird von Fibroblasten, Monozyten und Endothelzellen

sezerniert.

I8 Protein wurde in der Serosa, Muskularis und im Epithel von NEC-Patientinnen
gefunden. Dabei korreliert die Zahl an mRNA - Transkripts von 118 fransmural und in
der Mukosa mit der Schwere der EntzOUndung — fransmural erhéhte Werte
korrelieren mit dem Vorhandensein einer Nekrose. Nur in betroffenen

Darmabschnitten konnte 118 nachgewiesen werden(18).
6. 1112, 1118 und IFNy

Interleukin 12 (II12) und Interleukin 18 (Il18) stehen im Zusammenhang mit
Erkankungen des DUnndarms und stimulieren die Sekretion von Interferon y
(IFNy). Sie wirken synergistisch und erhdhen gemeinsam die IFNy-Sekretion
exponentiell, die intestinalen Epithelien werden in Folge durch die Bildung von
Stickoxiden und Sauerstoffradikalen geschédigt. Peroxid z.B. ist direkt fUr die
Apoptose von intestinalen Epithelzellen verantwortlich und hemmt zusatzlich die
Proliferation und Migration der Epithelien.

1112 wird von B-Lymphozyten und Makrophagen sezerniert, 1118 von
Makrophagen und dem intestinalen Epithel. Zielzellen der beiden sind T-

Helferzellen und NatUrliche Killer Zellen (NK-Zellen).




Halpern et al. zeigten durch Immunhistochemie, dass die Zahl 112 positiver
intestinaler Monozyten mit dem Grad der Gewebeschddigung statistisch

korreliert.

1118 findet sich in leichten NEC-Fallen hauptséchlich im intestinalen Epithel sowie
in den lamina propria Zellen. Bei Fortschritt der Erkrankung erhéht sich nicht nur
der Plasmaspiegel von 1118, sondern die Transkription breitet sich auch transmural
aus, was mit der Progression der Nekrose korreliert. Ist 112 vorhanden, induziert 1118
die Produktion von IFNy in NK-Zellen. Allerdings konnte kUrzlich gezeigt werden,
dass 1118 auch die TH2-Linie und damit die Freisetzung von antiinflammatorischen
ZLytokinen (ll4, 1110, I113) aktiviert. 118 hat demzufolge eine destruktive und eine

protektive Funktion im EntzUndungsprozess.

IFNY ist zwar im Darm der NEC-Patientinnen erhdht, allerdings fehlt der Beweis

eines direkten Zusammenhangs mit der Entwicklung der Schadigungen.(18)
7. 114

Interleukin 4 (I14) ist ein antiinflammatorisches Zytokin, das bei der NEC eine Rolle
zu spielen scheint. Es wird aufgrund seiner Funktionen oft als Immunmodulator
bezeichnet: Es hemmt die Formung von Makrophagen Kolonien, die Peroxid-
Produktion von Monozyten, die Freisetzung von bestimmten
proinflammatorischen Zytokinen wie TNFa und Il1R und es férdert einen
Klassenwechsel (class switch) der Immunglobuline. TH2 — Zellen und das Stroma

des Knochenmarks produzieren 4.

Genetische Polymorphismen haben Einfluss auf die NEC, im Vergleich zu
Kontrollen exprimieren NEC-Patientinnen seltener eine mutante Variante der a-
Kette des ll4-Rezeptors (l14-ra). Eventuell ist der Tragerstatus der mutanten Kette
ein Schutzfaktor vor NEC. 114 ist beteiligt am Wechsel von TH1- auf TH2-Zellen, It.
Treiszl et al. dreht die Mutante ll4-Kette das Immunsystem in Richtung TH2 System,

was die Entwicklung der NEC hemmt.

14 reguliert zusatzlich die Expression des Mannose-Glykoproteinrezeptors in
Makrophagen hoch. Die Zelle wird dadurch autodeaktiviert, eine Immunantwort

wird gebremst.(18)




8. 10

TH2-Zellen produzieren Interleukin 10 (I110), ein antiinflammatorisches Zytokin das

die Produktion proinflammatorischer Zytokine und andere Zellfunktionen von

Makrophagen, T-Zellen und NK-Zellen hemmt.

Hohe II10-Spiegel wurden in Patientinnen mit schwerer NEC gefunden, im
Tierversuch zeigen infraabdominale Infusionen mit 1110 einen Effekt auf die

lokalen und systemischen Symptome der Erkrankung.

1110 hemmt auch die Produktion von Metalloproteinasen, speziell Kollagenase
und Stromelysin 1. All dies unterstreicht das mogliche Potenzial von I110 in der
Therapie der NEC.(18)
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2.2.4 BAKTERIELLE BESIEDELUNG

Vor der Geburt ist der kindliche Darm nahezu steril, er wird 12-24 Stunden postpartum
zuerst durch die muUtterliche vaginale Flora (bei vaginaler Entbindung) sowie als
ndchstes von Umgebungskeimen besiedelt. Initial kolonisieren fakultative Anaerobier
wie Enterobakterien (speziell E. coli und Klebsiella pneumoniae), Enterokokken,
Streptokokken und Staphylokokken den Darm und erreichen einige Tage nach der
Geburt Mengen von 108 bis 1019 Zellen/g im Stuhl. Sie reduzieren das initial sehr hohe
intestinale Redox-Potential (Verhdaltnis von oxydierenden zu reduzierenden Stoffen),
was die Besiedelung mit strikten Anaerobiern (Clostridien, Bacteroides,
Bifidobakterien) erst ermdglicht (Anaerobier kdnnen an einem Ort mit hohem Redox-
Potential nicht Uberleben, da sie Uber keine reduzierenden Enzyme verfugen, womit

z.B. toxische Sauverstoffradikale beseitigt werden kénnten) (15).

Die physiologische Flora, zu einem groBen Teil bestehend aus anaeroben
Lactobarzillen und Bifidobakterien, entwickelt sich langsam im Laufe von Wochen

abhdngig davon:

1.) wie gut eine Bakterienspezies Nahrung und Adhdsionsmaglichkeiten fur sich
beansprucht und andere damit verdrangt,

2.) ob und welche Metabolite, SignalmolekUle oder antimikrobielle Komponenten
sie produzieren kann und

3.) wie stark sie mit dem intestinalen Epithel interagieren kann(15).

Die intestinale Flora unterliegt groBen individuellen und temporéren Schwankungen,

dies erklart man sich durch zahlreiche extrinsische und intrinsische Einflussfaktoren(15):

Zu den extrinsischen Faktoren z&hlen:

e Geburtsmodus (vaginale Geburt vs. sectio caesareq)

¢ Umgebungskeime

e Gabe von Pro-, Pra- oder Antibiotika

e Typ und Modus der Erndhrung (eigener Saug-Schluckmechanismus vs.
parenterale oder Sondenern&hrung; Muttermilch vs. Formula-Nahrung; siehe

dazu auch Kapitel Pravention)
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Die intrinsischen Faktoren beinhalten:

e Strukfur des Darms
o Genetik, Epigenetik
o Immunsystem

e Reife zum Zeitpunkt der Geburt; Gestationsalter

NEC-Patientinnen zeigen hdufig eine geringe bakterielle Vielfalt, wahrscheinlich als
Resultat der antibiotischen Therapie(n). Geringe bakterielle Vielfalt wird als
unabhdngiger Risikofaktor der NEC diskutiert, da sie das Risiko einer bakteriellen
Fehlbesiedelung und Uberwucherung erhdht. So wird Clostridium perfringens haufig
in erhdéhter Zahl in Patientinnen mit NEC detektiert, es wurde jedoch gezeigt, dass
C.perfringens ein Opportunist ist, der von der bei NEC herrschenden verdnderten
Darmsituation profitiert. Nichtsdestotrotz kann die Anwesenheit von C.perfringens die

Krankheitsprogression beschleunigen(15).

Neben der Aktivierung der inflammatorischen Signalkaskade Uber das LPS der
gramnegativen Enterobakterien Uber den TLR-4 und den Zytokin-Pathway (s.o.) gibt

es auch noch andere Thesen Uber den Einfluss von Bakterien:

Im anaeroben Colon werden bis dahin nicht resorbierte Kohlenhydrate von Bakterien
zu Gasen und kurzkettigen Fetts@uren (SCFAs) verstoffwechselt. Frihgeborene haben
eine Defizienz des Laktose-spaltenden Enzyms Laktase, sodass in Phasen der
Nahrungsaufnahme vermehrt Laktose in das Colon gelangt. Kénnen das Gas und
die anfallenden SCFAs nicht absorbiert werden oder ist das Colon stark mit Bakterien
Uberwuchert, erhdht sich der infraluminale SCFA-Level. Im terminalen lleum wird ein
erhdhter SCFA-Level durch einen eventuell vorhandenen Reflux durch die
lleocdkalklappe oder durch pathologische bakterielle Besiedelung im lleum erreicht.
Lin et al. konnten zeigen, dass intfraluminal applizierte SCFAs zur Schadigung des
intestinalen Epithels in neugeborenen Ratten fGhrten. Bei Applikation von Milchsaure,
dem physiologischen Produkt von probiotischen Bakterien (Laktobazillen, z.B. auch
therapeutisch und prophylaktisch verwendet), konnte man keine mukosale
Schadigung feststellen. Dies lasst vermuten, dass ein erhdhter intraluminaler Level an
SCFAs mit Ausnahme von Milchs&ure im Colon und distalen lleum eine bedeutende

Rolle in der Pathogenese der NEC spielt.(?)
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Ob die bakterielle Fehlbesiedelung Ursache der Mukosaschddigung ist oder erst
sekunddar Bakterien durch bereits geschddigtes Epithel (Hypoxdmieperioden)
Méglichkeit zur Invasion bekommen, wird diskutiert (siehe auch Abb.4).(9) Durch die
geschadigte Mukosa gelangt das von den Bakterien produzierte Gas in die
Darmwand und Uber die BlutgefdBe in das Pfortadersystem. Dieses Phdnomen wird
als Pneumatosis intestinalis bezeichnet und kann radiologisch im Abdomen leer

Rontgen sowie sonografisch nachgewiesen werden.

NEC tritt in sporadischer und epidemischer Form auf - die Hadufung von NEC-Fdallen in

neonatalen Intensivstationen lassen eine infektidse Ursache der Erkrankung
vermuten(5,6,25,26). Bislang konnte aber keine bakterielle oder virale Spezies als
eindeutige Ursache der NEC identifiziert werden, jedoch wurden fUr zahlreiche

Pathogene ein Zusammenhang mit der Entstehung einer NEC gezeigt (6).

Am haufigsten genannt werden Enterobakterien gefolgt von verschiedenen
Staphylokokken-Spezies, Clostridien und Viren. In einer Cochrane Collaboration —
basierten Analyse der englischsprachigen Literatur zum Thema ergaben sich

folgende Daten(16):

Keim Anzahl der dokumentierten Falle

Enterobakterien: Escherichia spp.,

Klebsiella spp., Salmonella spp. und 3808
Enterobacter spp.

Staphyloccocus spp. 1441

Clostridium spp. 241
Viren:

Torovirus 521
Coronavirus 91
Rotavirus 54
Echovirus 19
Candida spp. 22
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In Regionen mit geschadigtem intestinalem Epithel herrscht niedriges Redox-
Potential, was das Wachstum von reinen Anaerobiern begunstigt. In der Studie von
Coftton et al. wird auch die herausragende Rolle einiger Clostridien-Stdmmen
beschrieben, die durch die Produktion von Buttersdure schneller als andere
Pathogene zu einer Gangrdn des Darmes fGhren bzw. kommt es durch die starke
Gasbildung zu einer besonders ausgeprdgten Pneumatose. Jedenfalls konnten
zahlreiche Studien zeigen, dass strikte Hygienevorschriften im Umgang mit
FrGhgeborenen die Inzidenz der NEC senken(3,9). Dies verdeutlicht die wichtige Rolle

von bakteriellen Erregern in der Entstehung der NEC.
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2.3 DIAGNOSTIK

2.3.1 KLINISCHE SYMPTOME

Die NEC zeigt neben allgemeinen Symptomen als Zeichen der massiven Belastung
des Organismus durch die systemische EntzOndungsreaktion auch spezielle

gastrointestinale Symptome.

Die Allgemeinsymptome entsprechen einer neonatalen Sepsis. (Siehe dazu auch

Kapitel 2.2.1.2 neonatale Sepsis) (1):

Atmung: FriUhgeborene atmen hdufig im Modus der sogenannten periodischen
Atmung. Hier kommt es periodisch zur Zu- und Abnahme der Atemfrequenz. Bei der
NEC werden vermehrt Bradypnoe- und Apnoephasen registriert, d.h. die
Atemfrequenz sinkt unter 40/min bzw. treten Atempausen haufiger und Ianger (>10s)
auf. Im Weiteren Verlauf der Erkrankung kommt es durch Meteorismus, freie FlUssigkeit
bzw. freie Luft im Abdomen (bei Perforation) zu einem Zwerchfellhochstand, der die
Atemarbeit massiv ernéht. Die Patientinnen werden dadurch respiratorisch insuffizient

und bendtigen maschinelle AtemunterstGtzung.

Herz-Kreislauf: Durch Zentralisierung erscheint die Haut des Fruhgeborenen grau und
marmoriert, die Rekapillarisierungszeit verldngert sich, Hypomotorik bis Lethargie fallt
auf. Bei sehr schweren Verldufen kommt es auch zu einer Hypotonie, welche eine
Minderdurchblutung des Organismus zur Folge hat, eine Konsequenz ist z.B. die

Oligurie/Anurie.

Temperatur: Die Kérpertemperatur kann zwischen Hypo- und Hyperthermie (Fieber)

schwanken (Temperaturinstabilitat).

Savre-Basenhaushalt: Bei schweren Verldufen kann es zum Sinken des pH-Wertes

kommen (metabolische und/oder respiratorische Azidose).

Gerinnungssystem: Es kann eine Thrombozytopenie sowie bei schweren Verldufen

eine disseminierte infravasale Gerinnung auftreten(1).
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2.3.1.2 GASTROINTESTINALE SYMPTOME

Die gastrointestinalen Symptome sind typisch und teilweise pathognomonisch fUr die
NEC(1):

Gespanntes Abdomen: Das Abdomen wirkt aufgetrieben/gebldht und gespannt, die

Patientinnen reagieren sehr empfindlich auf BerGhrungen (z.B. mit Brady- oder

Tachykardien).

Abbildung 4: Frihgeborenes (GA 27+1) mit 990g und NEC: gespanntes Abdomen mit stehenden Darmschlingen und
teilweise livider Verfarbung der Bauchhaut; zur Verfigung gestellt von Univ. Prof. Dr. Bernhard Resch

lleus(-artige) Symptomatik: Erbrechen, Restvolumen im Magen (Uber die liegende
Magensonde wird Nahrung appliziert, jedoch nicht [vollstandig] weitertransportiert),
Fehlen von Darmgerduschen, Stuhl- und Windverhalt. Stehende Darmschlingen sind
dringende Hinweise auf eine NEC: hier sieht man durch die dunne, rétlich livide
verfarbte Bauchhaut hindurch eine oder mehrere aufgetriebene Darmschlingen, die

sich auch als Resistenz tasten lassen.
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Blutige Stihle: Bei entzindlichen Prozessen im Intestinum kommt es zu
Schleimhautblutungen, diese sind nur bei einer NEC-Lokalisation im unteren GIT als
Blutauflagerungen oder Stuhlbeimengungen mit freiem Auge zu erkennen. Ist der
obere GIT betroffen, kann ein Test auf okkultes Blut im Stuhl einen Hinweis liefern. Als

Differentialdiagnose muUssen virale Enteritiden ausgeschlossen werden.

2.3.2 LABOR

Zur laborchemischen Diagnostik einer NEC gehdren aerobe und anaerobe
Blutkulturen. Es gestaltet sich allerdings aufgrund des geringen Blutvolumens
FrGhgeborener oft als schwierig, eine fur die Analyse ausreichende Menge zu
gewinnen weswegen haufig darauf verzichtet wird bzw. ein Keimnachweis nicht

gelingt.

FUr die Diagnostik einer NEC (bzw. der mit ihr einhergehenden Sepsis) werden
verschiedene Indikatoren als Warn- und Verlaufsparameter der EntzGndungsreaktion

bestimmt (die in der Routine wichtigsten sind fettgedruckt)(1):

¢ Leukopenie: Gesamtzahl der Leukozyten <10.000/ul

e Gesamtizahl aller neutrophilen Granulozyten, der unreifen Granulozyten und
die I/T-Ratio (Quotient aus der Zahl der unreifen [immature] Zellen und der
Gesamtzahl [fotal]): Eine Linksverschiebung im Sinne einer erhdhten Anzahl
unreifer neutrophiler Granulozyten sowie eine eine I/T-Ratio von >0,2 sind
Hinweise auf eine systemische Entzindungsreaktion.

¢ Thrombozytopenie <100/nl tritt in ca. 30% im Verlauf einer NEC auf

e C-reaktives Protein: Das CRP wird als Reaktion auf Zytokinstimuli (TNFa, IIT, 116)
in der Leber produziert. Es steigt zeitverzdgert um einige Stunden im Blut an
und dient als idealer Verlaufsparameter.

e |l6ist ein Zytokin, das schon sehr frih in der EntzOUndungsreaktion ansteigt und
deshalb einige Zeit vor dem CRP Hinweise auf eine beginnende Sepsis geben
kann.

e Procalcitonin (PCT), dient besonders zur Differenzierung zwischen systemischer
EntzOndungsreaktion ohne BakteriGmie und systemischer EntzOndungsreaktion
mit Bakteridmie (=Sepsis). PCT steigt physiologisch postnatal an den ersten
beiden Lebenstagen an und sinkt dann wieder ab. Ein Wert >2 ug/l nach dem

2. Lebenstag gilt als erhdht — er kann bis auf 1000 pg/l ansteigen(27).
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e Serumamyloid A (SAA) gehort zur Familie der Apolipoproteine und wird als
akute Phase Protein von der Leber als Reaktion auf l16 und TNFa gebildet
(Induktion der Genexpression von SAA1 und SAA2 wdhrend
EntzOndungsreaktionen). SAA steigt besonders stark als Reaktion auf

Lipopolysaccharide(28).

Abgesehen von Blutanalysen, werden zunehmend auch andere, nichtinvasive

Parameter in der Diagnostik der NEC diskutiert:

Das im Harn messbare intestinale FettsGuren-bindende Protein (infestinal fatty acids
binding proteine; I-FABP), das von Enterozyten gebildet wird und bei intestinalen
Schaden im Serum und Harn gefunden wird, ist bei Patientinnen mit NEC signifikant
hoéher als bei Gesunden und bei NEC-Patientinnen mit der Notwendigkeit einer
chirurgischen Intervention ebenfalls signifikant héher als bei konservativ
therapierbaren NECs. In zwei Drittel der Félle gelang es allerdings nicht, eine NEC vor

dem ersten klinischen Verdacht zu diagnostizieren. (29)

Calprotectin ist in bis zu 60% der zytoplasmatischen Granula der neutrophilen
Granulozyten enthalten. Es ist ein direkter Indikator fUr das MaB der chemotaktisch-
getriggerten Migration der Leukozyten in das Darmlumen und somit ein semi-
quantitativer Parameter fUr einen entzindlichen intestinalen Prozess. Thuijls et al.

konnten zeigen, dass Calprotectin im Stuhl von NEC-Patientinnen erhéht ist. (29)

Claudin-3 ist ein fransmembrandses Protein der Tight Junctions in Endo- und
Epithelien und damit essentiell fur deren Zelladhdsion. In geschadigtem Endothel wie
bei NEC, |asst sich Claudin-3 als Zeichen des interzelluldren Adhdsionsverlustes im

Stuhlin signifikanter hdherer Menge nachweisen.(29)

2.3.2 RADIOLOGISCHE BEFUNDE

Die radiologischen Befunde erstrecken sich von unspezifischen
Gasverteilungsmustern, bei denen DUnn- und Dickdarm nicht mehr unterschieden
werden kénnen bis hin zu Zeichen des lleus: Art und Grad der Dilatation einzelner
Darmabschnitte (Entwicklung von generalisierter Dilatation zu asymmetrischer
Dilatation, persistent trotz Therapie), eine fixierte Darmschlinge (in der
Kontrollaufnahme befindet sie sich noch am selben Ort) oder Spiegelbildungen

liefern bei einigen Patientinnen den einzigen Hinweis auf NEC(58).
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Die Pneumatosis intestinalis ist ein pathognomonischer Befund der NEC hoherer
Stadien (s.u.). Sie wird definiert als in R&ntgen und Sonografie sichtbare
perlschnurartige Ansammlung von Gasbl&schen in der Darmwand. Dehnt sich die
Gasansammlung auch in die MesenterialgefdBe aus, kann radiologisch auch eine
extra — und intrahepatische Pneumatose der V. portae und der Lebervenen

nachgewiesen werden(1).

Abbildung 5: massiv ausgeprdgte Pneumatosis intestinalis im Rahmen einer NEC; (30)
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Abbildung é: sonografischer Nachweis von perlschnurartig aneinander gereihten Gasbldschen im Rahmen einer
NEC; aus (31)

Die Pneumatosis entsteht durch Stoffwechselprozesse der bakteriellen Flora des
Colon: werden die Bakterien in einem unreifen Darm mit bis dahin nicht resorbierten
Kohlenhydraten konfrontiert, nutzen sie diese fur inren Stoffwechsel. Die
Abfallprodukte, kurzkettige FettsGuren (SCFA, s. Kapitel 2.2.4 Bakterielle Besiedelung)
und Gas verbleiben im Darmlumen. Ist das intestinale Epithel geschadigt, kommt es
zum Eindringen von Bakterien in die Mukosa und das produzierte Gas wird als
Pneumatosis intestinalis detektiert. Ist die Darmwand tfransmural geschadigt, kann es
zur Perforation kommen. Dies stellt eine absolute Operationsindikation dar und kann

als Pneumoperitoneum ebenfalls radiologisch diagnostiziert werden(9).

Abbildung 7: subdiaphragmale Luftsichel in Folge einer Darmperforation bei NEC; aus (32)
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2.4 KLASSIFIZIERUNG DER NEC NACH BELL

Martin J. Bell hat im Jahr 1978 eine Klassifizierung der nekrotisierenden Enterokolitis

anhand der klinischen Symptome und radiologischen Zeichen entwickelt, die

abgewandelt von Kliegman et al. 1987, auch heute noch klinische Anwendung

findet. Ziel der Arbeit Bells war, die Therapie der NEC mit Hilfe der klinischen Stadien

zu objektivieren und zu optimieren.

Stadium 1: Verdacht auf NEC

Stadium 2: Definitive NEC

(nach Ausschluss der Differenzialdiagnosen)
Stadium 3: Fortgeschrittene NEC

Stadium | Allgemeinsymptome

2A

2B

3A

3B

Apnoe, Bradykardien,
Temperaturinstabilitat

Apnoe, Bradykardien,
Temperaturinstabilit&t

Thrombozytopenie
und milde
metabolische Azidose

Gemischte Azidose,
Oligurie, Hypotension,
Koagulopathie

Schock,
Verschlechterung der
Laborparameter und

Vitalzeichen

—/

Radiologie

Normale Gasverteilung
oder milder lleus

Gasverteilung wie bei
lleus, eine oder mehrere
dilatierte Darmschlingen,

fokale Pneumatose

Weitreichende
Pneumatose, Aszites,
Gasbl@schenin der V.
portae

Prominente
Darmschlingen,
zunehmend Aszites, keine
freie Luft

Pneumoperitoneum

> Symptomatik siehe Tabelle 2

Gastrointestinale Symptome

Restvolumen, okkultes Blut im
Stuhl, gespanntes Abdomen

Fehlende Darmgerd&usche,
blutige StUhle, stark
gespanntes Abdomen

Darmwandddem mit
tastbaren Darmschlingen
und schmerzhafte
abdominale
Abwehrspannung

Verschlechterung des
Darmwandddems, Erythem
und Verhdartung des
Abdomens

Perforierte Darmschlingen
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Die Unterscheidung zwischen Bell 3A und 3B (s.0.) besteht in einer Perforation, im

Roéntgenbild des Abdomens als freie Luft sichtbar. Es besteht jedoch keine Evidenz

dafur, dass 3A weniger schwer verlduft als 3B — auch Kinder, deren Darm fast

vollstandig betroffen war, allerdings keine Perforation zeigten, verstarben an der

schweren Erkrankung.

Unterschiede in der Pathophysiologie zwischen VLBW und reiferen Neugeborenen

fOhren zu unterschiedlicher Symptomatik und erschweren die akkurate Anwendung
der Bell Kriterien(19):

1.

Die Symptome von Bell's Stadium 1 (s.o.) sind bei ELBW und VLBW sehr
unspezifisch und kédnnen bei allen Formen von systemischen Erkrankungen

oder Bakteridmien auftreten.

Blutige StUhle (wie in Bell 2A, 5.0.) kommen bei Kindern <30 SSW als
Prasentation ihrer NEC praktisch nicht vor. Das liegt daran, dass der Darm bei
diesen Kindern oberhalb der lleozdkalklappe betroffen ist und blutige StGhle

bei einer Entwicklung zum lleus, das Kolon nicht mehr passieren kénnen.

Eine Intoleranz gegenuber enteraler Ernahrung (feeding intolerance of
prematurity; FIP) tritt bei jUngeren FrGhgeborenen physiologisch auf (siehe
auch Kapitel 2.2.2. Erndhung). Unreife Darmfunktionen fGhren zur Stase
unverdauter Nahrung, was gunstige Bedingungen fur das Wachstum enteraler
Bakterien schafft.

Die FIP selbst ist jedoch keine Erkrankung sondern ein physiologischer
Adaptationsprogress. Kann man die Symptome mit konservativen
MaBnahmen wie Nahrungskarenz, Glycerinspulungen und Magensonde
(siehe auch Kapitel Therapie) nicht unter Kontrolle bringen, kann die FIP zur
NEC fUhren.
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2.5 DIFFERENZIALDIAGNOSEN DER NEC UND ALTERNATIVE KLASSIFIZIERUNG
Die wichtigsten Differentialdiagnosen der NEC werden in diesem Kapitel besprochen:

e spontane intestinale Perforation
e virale Enteritiden

e Kuhmilchproteinallergie

e Aganglionose

e Malrotation

e Volvulus

2.5.1 SPONTANE INTESTINALE PERFORATION (SIP)

Zu Perforation und Pneumoperitoneum in Bell 3B, welches als schwerste und
wichtigste Symptome gelten, gibt es eine neue Differentialdiagnose: die spontane

intestinale Perforation (SIP).

Die SIP ist eine spontane Perforation, die meist in den ersten 2 Lebenswochen
Fruhgeborener unter 30 SSW im lleum auftritt. SIP betrifft praktisch ausschlieBlich
Kinder <1500g und tritt nicht vor Erreichen einer enteralen Nahrungsmenge von
40ml/kgKG/Tag auf.

Sind reife Neugeborene betroffen, handelt es sich meist um wachstumsretardierte
Kinder mit LBW. Hier ist meist das Colon betroffen, was die Prognose positiv
beeinflusst(19)(33).

Die Inzidenz der SIP wurde im Jahr 1998 mit 1.1% der VLBW-Kinder angegeben, im
Jahr 2006 bereits mit 8.4%. Es gibt verschiedene Ursachen dieser Entwicklung:
e FEine groBere Anzahl an VLBW Kindern Uberlebt die Perinatalphase.
o Die SIP als eigensté&ndige Diagnose hat sich aus dem Diagnoseschema der
NEC herausgebildet (33).

Jungen sind in einem Verhdltnis von 3:1 haufiger betroffen als Madchen(33).
Zur Atiologie:

Pr@natale Faktoren, die zur Fruhgeburtlichkeit fUhren, werden auch mit der SIP in

Zusammenhang gebracht. Solche sind z.B.(33):
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e Plazentainsuffizienz

e Schwangerschafts-Hypertonie und Préaeklaompsie
e Mangelerndhrung der Mutter

e Drogenabusus

e |nfektionen

Zusatzlich zu perinatalen Insulten, welche im Zusammenhang mit SIP stehen, sind vor

allem postnatale Risikofaktoren fUr die SIP verantwortlich(33):

e Einflisse auf die Perfusion des unreifen GIT, damit verbunden Hypoxie und
Ischdmie

e AusdUnnung oder Fehlen der Tunica muscularis

e Erhdhter infraabdominaler Druck durch mechanische Beatmung

e Verschiedene Medikamente wie z.B. Indomethacin und Dexamethason

¢ Infektion mit Coagulase-negativen Staphylokokken und Candida

Histopathologisch unterscheidet sich die SIP von der NEC:

Bei der SIP ist die intestinale Mukosa stabil, nicht nekrotisch und man findet selten
Leichen einer Ischdmie. Die Submukosa ist dUnn oder fehlt fokal, gleichzeitig kann
eine nicht-septische Nekrose der Muskularis an der perforierten Stelle vorliegen.

Bei der SIP wird keine Pneumatosis Intestinalis beobachtet, das spontan auftretende
Pneumoperitoneum ist diagnoseweisend(19).

Oft liegt eine schwarzblduliche Farbung des Abdomens vor, dies geht auf den
Austritt von Mekonium in die freie Bauchhohle zurdck. Eine Peritonitis tritt nur selten
auf(33).

2.5.2 FRUHE VIRALE ENTERITIDEN

Gleichzeitiger Ausbruch von NEC bei mehreren Kindern einer NICU bekraftigen die
Hypothese ,,NEC = Infektionskrankheit". Zumeist ist damit eine bakterielle Genese
gemeint, doch es gibt zunehmend Fallberichte Uber Ausbriche von Enteroviren,
Noroviren und Rotaviren in einer neonatalen Intensivstation, die sich als NEC oder mit

NEC-&hnlicher Symptomatik prasentierten (viral enteritis of infancy; VEI)(26).
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Bei ELBW Kindern fUhrt eine virale Enteritis zu einer Stérung der mukosalen
Barrierefunktion, welche sekunddr eine Sepsis durch Translokation der enteralen Flora

in das GefdBsystem verursachen kann.

Die klinische Differenzierung zwischen einer NEC und einer virusassoziierten NEC ist
schwierig. Eine Blutkultur von gramnegativen Bakterien kann oft schon positiv sein,
bevor ein positiver Virusnachweis im Stuhl vorliegt. Das kann zu einer Fehldiagnose im
Sinne einer falschen Ursache der NEC fUhren (erst sekunddare BakteriGmie nach

primd@rer viraler Enteritis mit Mukosaschéadigung)(19).

Die Patientinnen mit virusassoziierter NEC prdasentieren sich mit blutigen StUhlen und
Pneumatosis der linken Colonseite, die sich je nach Verlauf ausbreiten kann. Der
zeitliche und quantitative Zusammenhang zwischen Gaben von Nahrung und
Auftreten der Symptome wie bei der klassischen NEC, ist hier variabler, d.h. die VEI
tritt zeitlich unabhdngig vom Erreichen der voll enteral aufgebauten
Nahrungsmenge auf. Wenn es zu einem gespannten Abdomen kommt, ist selten ein

lleus als Ursache zu identifizieren sondern eher Aszites.

Das Outcome der VEl ist besser als das der NEC, besonders hinsichtlich
Notwendigkeit einer operativen Intervention und Mortalitét. Dies rechtfertigt die

Unterscheidung der Erkrankungen (19).

2.5.3 KUHMILCHPROTEINALLERGIE

Eine Pr&sentation dieser Erkrankung dhnlich einer NEC mit Pneumatose, blutigen
StUhlen und nekrotischen Darmalbschnitten, ist GuBerst selten. Ein Auftreten von
Symptomen vor Erreichen der 6. Lebenswoche kommt kaum vor, daher sind Kinder

mit einem Kérpergewicht unter 2 kg praktisch nie davon betroffen.

Die typischen Symptome sind blutige StUhle und gespanntes Abdomen (Aszites und
Meteorismus), sowie Irritabilitat. Diese kbnnen sowohl nach Verzehr von Muttermilch,
Soja-basierten Formulanahrungen (die Sojaproteinallergie ist jedoch extrem selten)

und Kuhmilchprotein-basierten Formulanahrungen auftreten(19).
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2.5.4 ANDERE DIFFERENTIALDIAGNOSEN

Die Aganglionose entsteht durch einen kraniokaudalen Migrationsstopp von

Ganglienzellen in unterschiedlicher Hohe des Gastrointestinaltraktes.

Durch das Fehlen der Ganglienzellen kommt es zu einer Hypertrophie der
cholinergen Fasern. Diese fUhren zu einer dauernden Engstellung der Ringmuskulatur
und dadurch zur Obstruktion im betroffenen Abschnitt (meist Rektum oder Colon
sigmoideum). Sekunddr kommt es durch massiven Kotstau zu einer prastenotischen

Erweiterung (Megacolon)(1).

Die typische Klinik des Mb. Hirschsprung |asst ihn zu einer moglichen

Differentialdiagnose der NEC werden(1):

¢ Gebldhtes Abdomen
e FErbrechen
e Stuhl- und Windverhalt

e lleussymptomatik

Die Diagnose Aganglionose kann mittels Manometrie des Enddarms und einer
Rektumsaugbiopsie zur Untersuchung auf Ganglienzellen und fUr eine

histochemische Analyse (Nachweis von erhdhtem Acetylcholin) gestellt werden(1).

Eine unvollst&ndige physiologische Darmdrehung birgt die Gefahr der Kompression
von Darmanteilen und GefaBen, dies fUhrt zu ischdmischen Darmabschnitten und

folgenden Symptomen(1):

e Schmerz
e FErbrechen
e Stuhl- und Windverhalt

e Schocksymptomatik

Durch eine Sonografie des Abdomens kann die Lage des Darms festgestellt und die
Indikation zu einer operativen Intervention (Herstellung einer Nonrotationslage des

Darms= DUnndarm rechts, Dickdarm links) gestellt werden(1).
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Beim Volvulus kommt es zu einer Drehung einer oder mehrerer DUnndarmschlingen
um die GefdBachse, wobei das versorgende GefdB abgeschnurt wird und die
Perfusion zum Erliegen kommt. Es kommt zum lleus und durch die auftretende
Ischdmie zu einer Nekrose des betroffenen Darmabschnittes sowie zur

Schocksymptomatik.
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2.5.5 ALTERNATIVE KLASSIFIZIERUNG DER NEC

Bedenkt man die erwdhnten Differentialdiagnosen ist die Anwendbarkeit der Bell
Kriterien auf alle Patientinnen problematisch. Hierzu haben Forscher rund um Gordon
2007 neue Diagnosekriterien erstellt. Als Grenze zur Unterscheidung der

unterschiedlichen EntitGten dient primdér das Geburtsgewicht von 1250g(19):
<1250g:

Die FIP tritt in den ersten beiden Lebenswochen auf. Sie zeigt keine Auffalligkeiten im
Abdomen Rdntgen, es fallen gastrointestinale Symptome (siehe auch Kapitel 2.2.2.6

Intoleranz enteraler Erndhrung) auf:

¢ vermehrtes Magenrestvolumen
e gespanntes Abdomen
e Stuhlverhalt

Die preterm NEC tritt nach den ersten beiden Lebenswochen auf. im Abdomen
Rontgen erkennt man haufig eine Pneumatosis intestinalis, in 20-30% ein
Pneumoperitoneum. Es treten keine blutigen StUhle auf, die Symptomatik entspricht

der des lleus.

Die SIP tritt in den ersten beiden Lebenswochen auf. Es ist keine Pneumatose
detektierbar, jedoch ist ein Pneumoperitoneum obligat. Es treten keine blutigen

StUhle auf, ev. lleussymptomatik. Das Abdomen ist hdufig bldulich-livide verfarbt.

Die VEI tritt erst nach den ersten beiden Lebenswochen auf. Eine Pneumatose kann
auftreten, in 30-40% kommt es zum Pneumoperitoneum. Diagnostisch ist der

Virusnachweis, es treten blutige StUhle und ev. Aszites auf.
>12509:

Die Ischemic NEC tritt innerhalb des ersten Lebensmonats auf. Eine Pneumatosis
intestinalis tritt haufig auf, selten kommt es zum Pneumoperitoneum. Von

gastrointestinaler Seite fallen blutige Stuhle und lleussymptomatik auf.

Die SIP tritt in dieser Patientinnengruppe praktisch nicht auf. Wenn, dann innerhalb
der ersten Lebenswoche, ein Pneumoperitoneum ist obligat und selten tritt eine

lleussymptomatik auf.
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Die Allergie auf das Kuhmilchprotein tritt erst nach der 6. Lebenswoche auf. Selten
kommt es zu einer Pneumatosis intestinalis. Gastrointestinale Symptome treten
assoziiert mit dem Konsum von Kuhmilchprodukten aus: blutige StGhle und in seltenen

Fallen Aszites.

Die VEI tritt nach den ersten beiden Lebenswochen auf. Diagnostisch ist der

Virusnachweis, blutige StUhle, ev. Aszites und eine Pneumatose kdnnen auftreten.
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2.6  THERAPIE UND PRAVENTION

Je nach Auspragung der Symptome und Stadium der NEC kdnnen unterschiedliche

konservative und chirurgische therapeutische MaBnahmen notwendig werden(34):

Symptome/Befunde

gespanntes Abdomen ohne
radiologische Zeichen fUr NEC

Verdacht auf NEC,

Stadium 1
unerwartetes Auftreten einer FIP
gespanntes Abdomen mit
Pneumatosis intestinalis

Definitive NEC oder/und intrahepatische

konservativ Pneumatose
behandelbar,

Stadium 2 stehende, dilatierte

Darmschlingen und
lleussymptomatik

freie intfraalbdominelle Luft nach
Initialsymptomen

Definitive NEC,

chirurgisch zu persistierende lleussymptomatik,
behandeln, Verschlechterung der klinischen
Stadium 3 und laborchemischen Werte

(v.a. Absinken der Neutrophilen
und Thrombozyten)

MaBnahmen/Therapie

engmaschige klinische
Uberwachung

kurzfristige Nahrungspause
(24h), Setzen einer Magensonde
Abdomen Réntgen
Laborkontrollen (Leukozyten,
Differentialblutbild und
Thrombozyten)

Anlegen von Blutkulturen
kurzzeitig infravendse Antibiotika

Magensonde und
Erndhrungskarenz fir 7-10 Tage
enges Monitoring der
Laborparameter

Blutkultur

Antibiotika i.v. fUr 7-10 Tage
héaufige Rontgenkontrollen

explorative Laparotomie mit
Resektion befroffener
Darmabschnitte

Drainage
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2.6.1 KONSERVATIVE NEC-THERAPIE

Die konservative NEC-Therapie beinhaltet Entlastung des Darms via
Magenablaufsonde, Pausierung enteraler Erndhrung (auch keine oralen

Medikamente) sowie eine breite antibiotische Therapie.

Durch die NEC kann es zu erheblichen FlUssigkeitsverlusten in den dritten Raum
kommen (Aszites), weshalb die Uberwachung des Elektrolyt- und

FlUssigkeitshaushaltes bzw. eine Elektrolyt-Substitution erforderlich sind.

RegelmdaBige Kontrollen mittels bildgebender Verfahren sind zur Verlaufskontrolle
wichtig - sie liefern Hinweise auf Progression der Erkrankung bzw.

Operationsindikationen (lleus, freie intraabdominelle Luft = Perforation).

Ab dem Stadium 2B ist ein(e) auf diesem Gebiet versierte Chirurgln hinzuzuziehen.
Um die Therapie optimieren und gegebenenfalls sofort eine chirurgische Intervention
einleiten zu kdnnen, sollten die Patientinnen in regeimaBigen Abstdnden evaluiert

werden(1).

2.6.2 CHIRURGISCHE NEC-THERAPIE

Eine chirurgische Therapie ist in der Regel bei Perforation sowie bei Verschlechterung
der klinischen und laborchemischen Parameter, besonders bei Absinken der

Neutrophilen und/oder Thrombozyten sowie bei Auftreten eines Schocks indiziert(34).

Die angewandten Methoden sind das am wenigsten invasive Anlegen einer
Peritonealdrainage sowie die Explorativiaparotomie. Je nach Zustand der
betroffenen Darmabschnitte mUssen diese reseziert werden und die Anlage einer
Enterostomie (Anus praeaeter) kann vorrGbergehend oder persistierend nétig
werden(34).

41



Abbildung 8: intraoperativer Situs bei explorativer Laparotomie; Deutlich zu erkennen sind die betroffenen
nekrotischen Darmabschnitte (34)

Studien konnten keinen signifikanten Vorteil einer Methode bzgl. des Outcome
belegen, jedoch war bei Kindern mit einer Peritonealdrainage haufig eine sekunddare
Laparotomie ndtig. In anderen Studien wiederum lag die Mortalitat bei Kindern mit

Drainage um 50% hoéher als bei Patientinnen mit Laparotomie(34).

Die Notwendigkeit zur chirurgischen Intervention bei NEC ist die hdufigste Ursache

eines Kurzdarmsyndroms bei p&diatrischen Patientinnen(34).

In einer Studie wurde gezeigt, dass Fruhgeborene mit chirurgischer NEC Therapie im
Durchschnitt 60 Tage ldnger hospitalisiert waren als Frohgeborene ohne NEC. NEC-

Patientinnen mit konservativer Therapie waren 20 Tage I&nger stationdr(34).

Ist eine chirurgische Intervention indiziert, verschlechtert sich die Prognose hinsichtlich
Morbidit&t und Mortalitat. Umso wichtiger ist es, dieser Erkrankung erfolgreich

vorzubeugen(34).

2.6.3 PRAVENTIVE FAKTOREN

Aufgrund der Schwere der Erkrankung und der hohen Morbiditat ist das eindeutige

Ziel der Neonatologinnen, die Entstehung einer NEC zu verhindern.

2.6.3.1 MUTTERMILCH

Eine rein auf Muttermilch (MM) basierte Ernédhrung senkt die Inzidenz der NEC und die
Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention im Vergleich zu MM in Kombination

mit auf Kuhmilch-basierten Formulanahrungen(?)(35).
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Der hohe Gehalt der MM an Laktose, Casein und Oligosacchariden scheint das
Wachstum einzelner Bakterienspezies zu bevorzugen, zusatzlich enthalt MM auch
viele bioaktive Komponenten wie sekretorisches Immunglobulin A (slgA), Laktoferrin,
B-Laktoglobulin und a-Laktalbumin, welche direkt oder indirekt die Darmflora
beeinflussen. MM enthdlt pro Liter bis zu 10° lebende Bakterien, hauptsdchlich
Bifidobakterien.

Trotz dieser genannten Faktoren, ist die Evidenz fUr spezifische Effekte verschiedener
MM- Erndhrungsformen (MM, MM und zus&tzliche Formulanahrung, MM oder
Spenderinnenmilch aus der Flasche) auf die bakterielle Kolonisierung des kindlichen
Darms schwach. Es gibt bisher keinen Konsens darUber, welche Bakterien von
welcher Erndhrungsform stimuliert oder gehemmt werden, z.B. stimuliert MM nach
Cilieborg et al. nicht - wie das bis dahin geltende Dogma lautete - eine
Bifidobakterien-dominierte Darmflora. Weiters wurde in dieser Studie eine geringere
Zahl und Prévalenz von Clostridien im Stuhl mit MM erndhrter Kinder entdeckt. Das
Saugen selbst kann unabhdngig von der Nahrung wichtige physiologische Prozesse

in Gang bringen (z.B. Koordinierung der Peristaltik) (15).

Teils in Zusammenarbeit mit der (Neugeborenen-/Sduglings-) Nahrungsmittelindustrie,
beschdaftigen sich zahlreiche Forschergruppen mit den Pr&- und Probiotika und inren

Auswirkungen auf die Darmflora(?,36).

Probiotika sind Nahrungsergdnzungsmittel, die lebende Mikroorganismen enthalten.
Sie sollen die intestinale Permeabilitdt reduzieren, die Reaktion der Mukosa auf sigA

verstarken und die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen erhdhen.

Verschiedene milchsGureproduzierende Anaerobier kommen in unterschiedlich
hohen Dosierungen zum Einsatz, was die Reproduzierbarkeit der Studien erschwert
und keine endgultige Aussage hinsichtlich der Evidenz machen |asst. Randomisierte
Studien kommen ebenfalls zu gegensatzlichen Ergebnissen, einmal kann eine
signifikante Senkung der Inzidenz bzw. NEC-assoziierten Mortalitdt gezeigt werden,
einmal nicht(?). An der NICU Graz wird Lactobacillus rhamnosus GG einmal taglich
eingesetzt (59), Lactobacillus acidophilus, Bacillus infantis, Bifidobacteria bifidus,

Streptococcus thermophilus, und Streptococcus boulardii werden in der Literatur
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ebenfalls in unterschiedlichen Dosierungen und Verabreichungsregimen (mit

unterschiedlicher Limitierung hinsichtlich GA und Dauer) genannt(37).

Eine Meta-Analyse von 9 randomisierten Studien und 1425 Neugeborenen konnte
zeigen, dass die Inzidenz der schweren NEC-Fdlle und die Mortalitét durch Einsatz von
Probiotika signifikant gesenkt werden(61). Allerdings gibt es keine Daten zu kurz- und

langfristiger Sicherheit. Einzelne Fdlle einer Lactobacillus-Sepsis sind beschrieben(37).

Prabiotika sind Stoffe, die das Wachstum ausgewdhlter Mikroorgansimen férdern
sollen. Dazu z&hlen die Oligosaccharide Inulin, Galaktose, Fruktose, Laktulose. Neben
deren EinfluB auf Stuhlkonsistenz und —frequenz stimulieren sie das Wachstum von
Bifidobakterien. Dafur ist allerdings eine gute initiale Besiedelung des Darms notig,
welche jedoch bei VLBW-Kindern haufig fehlt. Neben den planzlichen und

synthetischen Prébiotika stehen auch Oligosaccharide der MM zur Verfugung.
Ob Prabiotika eine NEC verhindern kdnnen ist noch unklar(34).

Antibiotika werden zur Darmdekontamination eingesetzt um das Wachstum
potentiell pathogener Keime zu vermindern. In Graz wird dazu Gentamicin, das oral
verabreicht nicht in den systemischen Kreislauf gelangt, eingesetzt(59).
Problematisch ist dies jedoch hinsichtlich der hohen Resistenzraten gegenuber
Aminoglycosiden, die dadurch entstehen(38,60). Voribergehend wurde an der
Grazer NICU bei erstem Auftreten von extended specfrum Beta-Lactamase
produzierenden Enterobakterien (mit zusdtzlicher Aminoglycosid-Resistenz),
Gentamicin gegen orales Colisitin ausgetauscht um eine Besiedelung mit ESBL-E. zu
verhindern. Strenger et al. konnten jedoch zeigen, dass Colistin dies nicht verhindern

kann, weshalb diese Strategie wieder verlassen wurde(38).

Bei Auftreten einer NEC, haben fast alle Patientinnen bereits mehrere Tage oder
Wochen lang enterale Erndhrung erhalten. Allerdings steht der Punkt an dem die for
das Kind berechnete volle Nahrungsmenge erreicht wurde, oft im kurzfristigen,
zeitlichen Zusammenhang mit dem Auftreten der NEC. Viele Kinder zeigen
Symptome (siehe Kapitel 2.2.2.1 Intoleranz enteraler Ern&hrung) nach einer
Steigerung der Nahrungsmenge oder bei einer Reinitierung der Nahrung nach einer

Nahrungskarenz.
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An NICUs werden daher verschiedene ,,minimal enteral nutrition* Regime verfolgt.

Ziel ist es, die Darmfunkfionen durch langsame Steigerung der Nehrungsmenge nicht

zu Uberfordern (9).

1. Kortikosteroide

Im Gegensatz zur spontanten intestinalen Perforation, wo eine Assoziation zwischen

antenataler Gabe von Kortikosteroiden zur Induktion der Lungenreife und intestinaler

Perforation nachgewiesen wurde(3?), scheint eine antenatale Gabe von
Kortikosteroiden (Betamethason und Dexamethason) ein protektiver Faktor fUr die
Entwicklung einer NEC zu sein. Dieser Effekt konnte fUr postpartale Steroide nicht
nachgewiesen werden, jedoch zeigte sich eine geringere Morbiditat der

Patientinnen(40).
2. Indomethacin

Die frGhe Gabe von Indomethacin zur Prévention einer ventrikuldren Blutung
FrGhgeborener (infraventricular hemorrhage, IVH) ist assoziiert mit einem erhéhten
Risiko eine SIP zu entwickeln. Eine spate Gabe von Indomethacin zum Schluss eines
persistierenden Ductus arteriosus wird als moglicher protektiver Faktor von NEC
diskutiert(40).
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3. BAKTERIOLOGIE

3.1 ENTEROBAKTERIEN

Enterobakterien sind gramnegative, meist bewegliche, fakultativ anaerobe
Stdbchenbakterien und gehdren zur natUrlichen Darmflora von Mensch und Tier. Zu
Ihnen z&hlen sowohl die humanpathogenen Gattungen Salmonella, Shigella und

Yersinia, als auch die Opportunisten wie E.coli, ....

Diese fakultativ pathogenen Opportunisten werden erst bei entsprechender
Disposition der Patientinnen (Intensivpatientinnen, Immunschwdéche) bzw. bei
Dislokation aus dem Intestinaltrakt (Harnwegsinfekt, Pneumonie, Sepsis) zum
Krankheitserreger. Zusatzlich besitzen opportunistischen Enterobakterien beruht auch

die Eigenschaft, Resistenzen gegen Antibiotika zu entwickeln(41).

Abbildung 9: Elektronenmikroskopische Aufnahme von E.coli; aus(42)

Enterobakterien sind — wie bereits erwdhnt — fakultativ anaerobe Bakterien, d.h. sie
kdnnen sowohl in Anwesenheit von Sauerstoff als auch in dessen Abwesenheit

Uberleben (Oxidation, Fermentation).

Sie nutzen zwei unterschiedliche anaerobe Stoffwechselprozesse, welche man auch

zur Unterscheidung der einzelnen Spezies nutzen kann:
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Die 2,3-Butandiolgdrung metabolisiert Glukose in erster Linie unter massiver CO2 —

Produktion zum Alkohol 2,3-Butandiol. Ein Zwischenprodukt ist Acetoin, es wird im

Voges-Proskauer-Test (Untersuchung von Bakterienkulturen auf die Bildung von

Acetoin) nachgewiesen. Enterobacter, Serratia und Klebsiella verwenden diesen

Metabolismus.

Bei der gemischten Sduregdrung entstehen Milchsdure, Essigs@ure und Essigsdure.

Diesen Metabolismus verwenden E.coli, Salmonella und Proteus(41).

Tabelle 4 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten opportunistischen

Enterobacteriaceae:

Gattung

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca

Citrobacter freundii
Citrobacter amalonaticus

Serratia marescens

Proteus mirabilis

Enterobacter cloacae

Morganella morganii

Enterobakterien

Eigenschaften

haufigster Erreger bakterieller Infektionen

O- und A-Antigene

begeiBelf

Laktose schnell metabolisiert (Laktose positiv)
ca. 10% aller nosokomialen Infektionen
Polysaccharidkapsel

Laktose positiv

chromosomale B-Lactamase

kann Citrat als Kohlenstoffquelle verwenden
Laktose wird verzdégert abgebaut
unbewegdlich

B-Galaktosidase positiv

beweglich

haufig Mehrfachresistenz

Laktose negativ

sehr beweglich (Schwé&rmph&nomen)
Laktose positiv

beweglich

haufig Mehrfachresistenz

Laktose negativ

haufig Mehrfachresistenz

47



3.1.1 ANTIGENE UND VIRULENZFAKTOREN

Die Antigenstruktur der Enterobakterien umfasst(41):

¢ O-Antigene: sperzifische Polysaccharidketten des LPS-Komplexes der GuBeren
Membran - Aktivierung der Enzindungskaskade Uber Interaktion mit CD14
und TLR (siehe Kapitel 2.2.3 Immunologie)

¢ H-Anfigene: GeiBelantigene

¢ K-Anfigene: lineare Polymere der duBeren Membran (Kapsel), bestehend aus
repetitierenden Kohlenhydrateinheiten; Sie kdnnen die Zelle dicht bedecken

und O-Inagglutinabilitdt bedingen.

Bei Enterobakterien sind verschiedene Faktoren (Virulenzfaktoren) bekannt, die in der
Pathogenese von Infektionen eine Rolle spielen. Einzelne Spezies besitzen mehr oder

weniger davon(41,43):

e Adhdrenzfaktoren: Adhd&sive Fimbrien, Haftpili, Kolonisationsfaktoren (CFA's),
outer membrane Proteine (z.B. OmpA)

e Invasivitatsfaktoren: Invasine sind in der duBeren Membran lokalisiert und
ermdglichen unter speziellen Voraussetzungen wie z.B. bei NEC das
Durchdringen der Darmbarriere

e Endotoxine: Lipid A der LPS-Kapsel wird bei Lyse der Bakterien frei >
Aktivierung der EntzUndungskaskade s.o.

e Exotoxine:

o Enterotoxine: verursachen massiven Wasser- und Elekirolytverlust Gber
die Enterozyten (HGmolysine)

o Zytotoxine: direkte, zytotoxische Wirkung auf Endothelzellen und
Enterozyten (Toxin A, B)

e Serumresistenz: Resistenz gegentber dem Membranangriffskomplex des
Komplementsystems (C5b6789) durch Kapselbildung

e Phagozytenresistenz: Uberleben wird durch Resistenz gegen Defensine und
Saverstoffradikale auch in Phagozyten moglich

e Kumulierung von Fe?*: aktiver Transport von Fe2* durch Siderophore
(Enterobactin, Aerobactin, Membranprotein TonB) in die Bakterienzelle

e ausgepragte Persistenzfahigkeit: Bildung von Biofilmen bzw. selten auch kleiner

Kolonien (small colony forming)
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Enterobakterien sind haufig in der Lage B-Lactamasen (siche Kapitel 3.2 Extended

Spectrum B-Lactamasen) zu bilden. B-Lactamase-Gene entstehen in erster Linie

unter Selektionsdruck als Reaktion auf Exposition gegenUber Antibiotika mit B-Lactam

Ring. Diese k&dnnen entweder chromosomal (z.B.: SHV-B-Lactamase der Klebsiellen)
oder extrachromosomal, also in Plasmiden eingebaut sein. Da die bakterielle DNA
sehr plastisch ist, entstehen laufend neue Resistenzgene, welche auch Uber
verschiedene Mechanismen zwischen den Organismen Ubertragen werden

kdnnen(41). Mehr dazu s.u.

3.1.2 GENETIK

Neben chromosomaler DNA weisen Bakterien auch autonome, im Zytoplasma
lokalisierte DNA-MolekUle, die Plasmide auf. Sie sind meist in sich geschlossene DNA-
MolekUle und enthalten keine essentiellen Gene. Aus medizinischer Sicht sind v.a.
Virulenzplasmide (z.B. Hdmolysingene) sowie Resistenzplasmide (z.B. B-Lactamase-
Gen) interessant. Plasmide kdnnen mehrere Virulenz- und/oder Resistenzgene

enthalten(41).

Abbildung 10: schematische Darstellung eines Bakteriums; Man erkennt die 2 verschiedenen Gentrager:
Chromosomale DNA (1) und Plasmide (2); aus (44)

Enterobakterien weisen eine enorme genetische Variabilitédt und Plastizitdt auf. Durch

Spontanmutationen (v.a. Punktmutationen welche zum Austausch einer einzelnen
Aminosdure in der Sequenz fUuhren) und Rekombinationsprozesse entstehen laufend
neue Gene oder Gen-Kombinationen. Die molekularen Mechanismen zur
Rekombination umfassen homologe Rekombination, ortsspezifische Rekombination

sowie Transpostition (starke Mobilitat vieler Gene) (41).
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Bakterien nutzen 3 Mechanismen, ihr Erbogut anderen Bakterien zur Verfugung zu

stellen (Parasexualitdt, horizontaler Transfer) (41):

e Transformation: Aufnahme von DNA aus der Umgebung des Bakteriums (z.B. in
vitfro Aufnahme von DNA aus dem Reagenz nach Hitzebehandlung)

e Transduktion: DNA wird mit Hilfe von Bakteriophagen transportiert

¢ Konjugation: Transfer von DNA durch Zell-Zell Kontakt. Hierzu sind konjugative
Plasmide oder konjugative Transposons (nur bei gram-positiven Bakterien)
notwendig. Dies kann in hoher Frequenz sowie zwischen unterschiedlichen
Arten, Gattungen und Familien erfolgen (z.B. von Enterobakterien auf

Pseudomonas spp.).

Y P ~
/O 0 0)
[ ’

[ [/
s # '.1- -_/ .\ -

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Konjugation zwischen Bakterien: Die DNA eines Plasmides wird Uber den
Sexpilus auf das 2. Bakterium Ubertragen; aus (45)

Konjugative Plasmide enthalten eine sogenannte tra-Gensequenz (fra steht
fur ,,fransfer"). Bei der Konjugation bildet das Donor-Bakterium einen Sexpilus
zum Rezeptor-Bakterium aus. Danach ndhern sie sich aneinander an bis ein

direkter Zell-Zell-Kontakt entsteht.

Das konjugative Plasmid wird schlieBlich aufgebrochen, die beiden DNA-
Stradnge enftrollt und wdhrenddessen kopiert. Beide Bakterien enthalten somit

ein vollst&dndiges Plasmid und kédnnen wieder als Donor dienen.
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3.2 BETA-LACTAME UND BETA-LACTAMASEN

B-Lactam Antibiotika hemmen die Zellwandsynthese der Bakterien durch Bindung an
Penicillin-bindende Proteine (PbPs) wie z.B. die bakterielle Transpeptidase. Diese kann
nach Bindung eines B-Lactams keine Quervernetzung der Peptidoglykanketten der
Zellwand wdhrend der Synthese mehr vornehmen, die Zellwand bleibt [6¢chrig und

das Bakterium kann sich nicht vermehren(46).

Zur Gruppe der B-Lactam Antibiotika gehéren Peniciline, Cephalosporine,

Monobactame und Carbapeneme.

Cephalosporine

Penicilline
CI I
11
R-C-MH 3 F-C-MH 3
£ \‘(
e s M s
o COOH 2 Gk
C=0
1
OH
Monobactame Carbapeneme
O
1]
F-C-MH H 5

—
] T N
. —NK D,»;:r—N /

=0H

3

C=0
I
OH

Abbildung 12: Die Grdfik stellt die Grundformeln der Beta-Lactam Antibiotika als Strukturformel dar. Allen gemein ist
der Beta-Lactam Ring, der Ansatzpunkt der Beta-Lactamasen. Wird dieser Ring gespalten, dndert sich die
Konformation des Molekils und seine Wirkung auf die bakterielle Zellwandsynthese ist aufgehoben; aus (47)

Substanz Anwendungsform Kommentar

Benzylpenicillin (Penicillin G) iv. erstes verfUgbares B-Lactam Anfibiotikum

Procain-Benzylpenicillin
i.m. Depotformen
Benzathin-Benzylpenicillin
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Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V)

Flucloxacillin

Ampicillin

Amoxicillin

Bacampicillin

Piperacillin

Mezlocillin

Cefazolin

Cefalexin, Cefaclor

Cefamandol, Cefuroxim, Cefotiam

Cefuroxim-axetil

Cephamycin (Cefoxitin)

Cefotaxim, Ceftriaxon

Ceftazidim

Cefpodoxim-Proxetil, Cefixim

Cefepim

Imipenem, Ertapenem, Meropenem,

Doripenem

Aztreonam

p.0., i.V.

erste orale Anwendungsform der
Peniciline

resistent gegen die Penicilinase der
Staphylokokken

Aminopenicilline sind nicht B-Lactamase-
fest. Deshalb werden sie h&ufig mit -
Lactamase-Inhibitoren kombiniert:
Amoxicillin + Clavulansdure, Ampicillin +

Sulbactam (nuri.v.) Piperacillin +
Tazobactam

Cephalosporine der 1. Generation — nicht
B-Lactamase-fest

Cephalosporine der 2. Generation, maBig
B-Lactamase-fest

Anaerobier — Cephalosporin (zw. 2. u. 3.
Generation)

Cephalosporine der 3.a Generation, hohe
B-Lactamase-Stabilitat

Generation 3.b., hohe B-Lactamase —
Stabilitét

3. Generation, hohe B-Lactamase —
Stabilitat

4. Generation, hohe B-Lactamase —
Stabilitét

Carbapeneme

Monobactam
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B-Lactamasen sind Enzyme, die den B-Lactam Ring unter Abspaltung von CO»-

hydrolysieren kbnnen.
Es gibt 2 Systeme anhand derer sie eingeteilt werden kdnnen(48):

Das Ambler Schema teilt B-Lactamasen in 4 Hauptgruppen A-D ein, je nach
Ahnlichkeit ihrer Aminos&uresequenz. Die B-Lactamasen der Gruppen A, C und D

sind Serin- B-Lactamasen wahrend die Gruppe B Metallo- B-Lactamasen enthdilt.

Dieses Schema sagt allerdings nichts Gber Phédnotyp und Funktion der Enzyme aus,
wobei gerade dies fir Arztinnen und Mikrobiologlnnen von groBer Relevanz ist. Aus
diesem Grund wurde eine zweite Einteilung von Bush und Jacoby vorgenommen. Sie
haben die B-Lactamasen hinsichtlich inrer Substrate und Hemmer analysiert und

eingeteilt (siehe Tabelle).

Die EinfGhrung der 3. Generation der Cephalosporine in den 1980er Jahren war eine
Reaktion auf die stetig zugenommene Resistenzrate der Enterobakterien gegen B-
Lactame und die Ausbreitung der B-Lactamasen auch in andere Gattungen (z.B.
Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae). Sie waren nicht nur effektiv gegen
fast alle B-Lactamasen, sondern zeigten auch weniger Nephrotoxizitat als

Aminoglykoside und Polymyxine.

Bereits 1983 wurden erste B-Lactamasen entdeckt, die auch Cephalosporine der 3.
Generation hydrolysieren konnten. Die molekularbiologische Analyse des Gens der
neuen B-Lactamase entdeckte, dass eine einzelne Punktmutation im Vergleich zu
einer bereits bekannten p-Lactamase das Resistenzspekirum extrem erweitert hatte.
Alle B-Lactamasen, die auch die Cephalosporine der 3. Generation (extended
spectrum cephalosporines) hydrolysieren kénnen, werden extended-spectrum -

Lactamasen (ESBL) genannt.

3.2.1 ESBL

ESBL kdnnen Peniciline, Cephalosporine der 1., 2. und 3. Generation (in einigen
Fallen auch das Cephalosporin der 4. Generation, Cefipim) sowie das Monobactam
Aztreonam hydrolysieren. Cephamycin und Carbapeneme sind noch gegen ESBL-
Bildner wirksam, auBerdem sind ESBLs hemmbar durch B-Lactamase-Inhibitoren wie

Clavulansdure, Tazobactam und Sulbactam(48).
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Dieser einfachen und praktisch orientierten Definition, steht eine immer weiter

zunehmende Zahl an ESBLs gegenUber (dzt. bereits Uber 600). Die Namen der

einzelnen Enzyme werden von den Erstbeschreiberinnen vergeben und haben

vielerlei Ursprung (Proteine, Substrate, Patientinnen der Erstisolate, etc.). Diese

kdnnen nicht in jedem Fall nachvollzogen werden, auch in der medizinischen

Fachliteratur werden hauptsdchlich AbkUrzungen verwendet. Tabelle 6 gibt einen

Uberblick Uber die wichtigsten Enzymgruppen und Subtypen (inkl. anderer B-

Lactamasen) sowie ihre Funktionsweise (48):

Enzyme

E. coli
AmpC,
P99, ACT-
1, CMY-2

GCl,
CMY-37

PC1

TEM-1,
TEM-2,
SHV-1

TEM-3,
SHV-2,
CTX-M-15

TEM-30,
SHV-10

Charakteristika

hydrolysiert
Cephalosporine besser
als Benzylpenicillin,
hydrolysiert
Cephamycin

Hydrolyse von
Ceftazidim und haufig
anderer oxymino- -
Lactame

bessere Hydrolyse von
Benzylpenicillin als von
Cephalosporinen

Benzylpenicillin und
Cephalosporine
werden gleich stark
hydrolysiert

hydrolysiert oxymino- -
Lactamasen
(Cefotaxim,
Ceftazidim, Cefipim,
Aztreonam)

kann von B-
Lactamase-Inhibitoren
nicht gehemmt
werden

Substrat

Cephalosporine

Cephalosporine

Penicilline

Penicilline,
Cephalosporine der
1. und 2. Generation

extended spectrum
Cephalosporine und
Monobactame

Penicilline

Klassifikation der p-Lactamasen

Hemmung durch:

CA od. TAZ

nein

nein

ja

nein

EDTA

nein

nein

nein

nein

nein

nein

Klassifikation nach:
Bush &

Toesiy Ambler
1 C
Te C
2a A
2b A
2be A
2br A
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TEM-50

PSE-1,
CARB-3

RTG-4

OXA-1,
OXA-10

OXA-11,

OXA-15

OXA-23,

OXA-48

Cep-A

KPC-2,
IMI-T,
SME-1

IMP-1,
VIM-T1,
CcrA,

IND-1

CphA,
Sth-1

hydrolysiert oxyminio-
B-Lactamasen und ist
resistent gegenUber p-
Lactamase-Inhibtoren

hydrolysiert
Carbenicillin

hydrolysiert
Carbenicillin, Cefipim
und Cefpirom

hydrolysiert Cloxacillin
und Oxacillin

hydrolysiert Cloxacillin
und oxymino- B-
Lactamasen

hydrolysiert neben
Cloxacillin und
Oxacillin auch
Carbapeneme

hydrolysiert
Cephalosporine,
gehemmt von CA;
Hydrolyse von
Aztreonam kann durch
CA nicht verhindert
werden

hydrolysiert oxymino- B-
Lactame,Cephamycin
und Carbapeneme

Breitspekirum-
Hydrolyse inkl.
Carbapenem, exkl.
Monobactame

bevorzugte Hydrolyse
von Carbapenemen

extended specirum
Cephalosporine und
Monobactame

Carbenicillin

Carbenicillin, Cefipim

Cloxacillin

extended spectrum

Cephalosporine

Carbapeneme

extended spectrum
Cephalosporine

Carbapeneme

Carbapeneme

Carbapeneme

nein

ja

variabel

variabel

variabel

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

2ber

2c

2ce

2d

2de

2df

2e

2f

3a

3b
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Im Folgenden werden die wichtigsten ESBL-Enzyme vorgestellt.
1.) SHV

Das Enzym mit Namen sulfhydryl variable (SHV) ist die am haufigsten detektierte -
Lactamase. 1983 wurde in Deutschland erstmals eine RB-Lactamase entdeckt, die
Cefotaxim (ein extended spectrum Cephalosporin) effizient hydrolysieren konnte. Sie
unterschied sich von der bereits bekannten B-Lactamase SHV-1 nurin einer einzigen
Aminosdure an der Stelle 238 des Molekuls und wurde SHV-2 genannt. SHV-2 wurde in
den folgenden 15 Jahren in allen Kontinenten gefunden, sie entstanden durch

Selektionsdruck nach EinfUhrung der 3. Generation der Cephalosporine.

SHV ESBL-Enzyme werden von vielen Enterobakterien produziert, aber auch
Ausbriche von SHV-produzierenden Pseudomonas aeruginosa und Acinetobacter

spp. sind beschrieben(48).
2.) TEM

Das erste TEM-Enzym wurde 1965 in einer Probe eines Patienten Namens Temoneira
entdeckt. Wie bei den SHV-Enzymen, handelte es sich um eine p-Lactamase, die
zuerst nur die Penicilline und Cephalosporine der 1. und 2. Generation hydrolysieren
konnte. Erst 1982 wurde in Liverpool ein TEM-Enzym (TEM-12) mit der Fahigkeit
Ceftazidim zu hydrolysieren beschrieben. Interessanterweise wurde das Enzym an
einer neonatologischen Abteilung entdeckt, wo kurz zuvor ein Ausbruch von TEM-1
produzierenden Klebsiella oxytoca stattgefunden hatte. Alle infizierten Kinder wurden
mit Ceftazidim behandelt - ein weiteres Beispiel fUr eine Antibiotika-induzierte

Resistenzentwicklung.

Es gibt mittlerweile Uber 100 verschiedene TEM-B-Lactamasen, die meisten davon
sind ESBL. Einige TEM-Enzyme haben eine Resistenz gegenUber B-Lactamase-
Inhibitoren entwickelt, fast alle dieser Enzyme besitzen jedoch nur geringe Hydrolyse-
Aktivitat gegen extended-spectrum Cephalosporine. Denjenigen, die sowohl eine
ESBL aufweisen, als auch resistent gegen R-Lactamase-Inhibitoren sind, entsprechen
die TEM-Mutanten CMT-1 bis CMT-4(48).

3.) CTX-M und Toho B-Lactamasen

Cefotaxim wird von allen CTX-M-Enzymen hervorragend hydrolysiert (daher der

Name). Die meisten CTX-M-Enzyme sind noch empfindlich fur Ceftazidim, aber
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naturlich gibt es auch hier bereits Resistenzentwicklungen. Der B-Lactamase-Inhibitor

Tazobactam wirkt bei diesen Enzymen 10mal besser als Clavulanséure.

CTX-M B-Lactamasen haben sich aus einem einst geografisch begrenztem Gebiet
(SGdamerika, Ferner Osten, Osteuropa) weltweit verbreitet. Es kbnnte aufgrund
zahlreicher Befunde in China und Indien inzwischen das am hdufigsten

diagnostizierte ESBL-Enzym sein(48).

Auch die Toho-1 und Toho-2 sind CTX-M B-Lactamasen strukturell sehr dhnlich. Sie
wurden zuerst im Omori Hospital der Toho University School of Medicine in Japan aus
einem E.coli- Stamm analysiert. Die Toho-Enzyme hydrolysieren Cefotaxim besser als
Ceftazidim(48).

4.) OXA

Oxa- B-Lactamasen hydrolysieren Oxacillin besonders gut (daher der Name). Die
meisten Oxa-Enzyme kdnnen Cephalosporine der 3. und 4. Generation nicht
hydrolysieren. Die wichtigsten OXA-ESBLs sind OXA-11, -15 und -16. Manche
Organismen produzieren simultan zu ESBL - OXA-Enzymen auch OXA-

Carbapenemasen, wodurch alle B-Lactam Antibiotika wirkungslos werden(48).
5. PER

PER- B-Lactamasen stimmen genetisch in bis zu 27% mit TEM- und SHV-Enzymen
Uberein. Sie wurden zuerst in Pseudomonas aeruginosa Stdmmen in der Turkei
entdeckt, spater auch in Salmonella enterica serovar Typhimurium und in
Acinetobacter. PER-1 wurde mittlerweile in 46% aller nosokomialen Acinetobacter
Isolate und in 11% der Pseudomonas aeruginosa lsolate in der TUrkei nachgewiesen.

PER-2 wurde bislang nur in SUdamerika detektiert(48).
6. andere ESBLs

ZLahlreiche Genom-integrierte bzw. Plasmid mediierte Enzyme (Ambler Klasse A)
wurden in letzter Zeit entdeckt. Z.B.: VEB-1 wird von einem Gen kodiert, das auf
einem Plasmid liegt und dhnelt dem PER-1 Enzym. Andere Beispiele fur nicht-TEM,
nicht-SHV ESBLs sind GES, BES, TLA, SFO und IBC(48).
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3.2.2 ANDERE B-LACTAMASEN

Die AmpC B-Lactamasen unterscheiden sich von den ESBLs in ihrer Stabilit&t
gegenuber pB-Lactamase-Inhibitoren. Gebildet v.a. von Enterobacter cloacae.,
werden durch antimikrobiellen Einsatz von 3. Generation Cephalosporinen bei

Enterobacter-Infektionen, Organsimen mit hochregulierter AmpC B-Lactamase

selektiert. Cefepim kann gegen AmpC produzierende Organismen wirksam sein(48).

Metalloenzyme wie z.B. die von Stenotrophomonas maltophilia produzierte MBL
(Metallo B-Lactamase), NDM oder VIM hydrolysieren Carbapeneme und 3.
Generation Cephalosporine. Sie kbnnen von Clavulans&ure nicht inhibiert werden,

allerdings von EDTA.

Viele Carbapenemase-positiven Stdmme kdnnen gleichzeitig auch weitere

Breitspektrum-p-Lactamasen wie CTX-M-15 und andere ESBLs produzieren (48).

Die Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) ist eine Serin-Carbapenemase
und hydrolysiert Carbapeneme und Cephalosporine. Sie kann mit keinem -
Lactamase-Inhibitor oder EDTA gehemmt werden. Die Inaktivierung durch Borsdure
liefert in der phdnotypischen Methodik den Unterschied zwischen Metallo-
Carbapenemasen und Serin-Carbapenemasen(50). Das KPC Gen liegt auf einem
Plasmid, das auch ein Transposon enthdlt wodurch dieses Gen leicht auf andere

Spezies Ubertragen werden kann(48).
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3.3 EPIDEMIOLOGIE

Das European Antimicrobial Resistance Surveillance Systems (EARSS) ist ein
internationales Netzwerk, welches aus nationalen Surveillance-Programmen
vergleichbare und gultige Daten hinsichtlich der Resistenzentwicklung von Keimen

sammelt(51):

Seit dem ersten Auftreten von ESBLs Anfang der 1980er Jahre haben sich diese rasch
ausgebreitet. Die folgenden Abbildungen der EARSS sollen die Entwicklung grafisch

darstellen:

Als im Jahr 2004 an der Abteilung fUr Neonatologie der Universitatsklinik for Kinder-
und Jugendheilkunde Graz erstmals ESBL produzierende Bakterien detektiert wurden,
sah die Resistenziage gegen Cephalosporine der 3. Generation bei E.coli in Europa
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Osterreich lag mit einer Rate von 1-5% im Niedrig-Risiko-Bereich, fast alle Keime
waren noch sensibel auf Cefotaxim und Ceftazidim. 2004 wurden 4 Spezies
(Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., E.coli)

separat in der Analyse der EARSS dargestellt.
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Bereits 4 Jahre spater war der Bericht von 136 Seiten 2004 auf 180 Seiten 2008
angewachsen und die Spezialanalyse der einzelnen Keime um Klebsiella

pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa erweitert.

V.a.im Suden Europas stiegen die Resistenzraten in 4 Jahren deutlich an, aber auch
in Osterreich lag die Resistenzrate gegenUber Cephalosporinen der 3. Generation

2008 bereits bei 5-10% aller Enterobakterien(52):
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Die EARSS bietet zusatzlich zu den jahrlichen Resistenzberichten eine interaktive
Webseite an, wo jederzeit die aktuellsten Daten zu den beobachteten Keimen
eingesehen werden kdnnen: die EARSS interactive database

http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARSNet/database/Pages/database.aspx

Eine Landkarte Europas aus der interactive database des Jahres 2010 zeigt die

Resistenzlage von E.coli gegentber Cephalosporinen der 3. Generation (53):
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Abbildung 15:
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3. Generation der
europdischen Lander
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interactive database

Im Vergleich zu 2008 hat sich die Resistenzlage in West- und Mitteleuropa sowie in

Spanien und Griechenland deu

tlich verschlechtert. Einzig Bulgarien konnte die

nationale Resistenzsituation verbessern.
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cklung von Klebsiella pneumoniae zwischen 2008 und 2010; EARSS

der Resistenzrate von Klebsiella pneumoniae, welche

sich zwischen 2008 und 2010 in groBen Teilen Europas verschlechtert hat. Besonders

betroffen sind die baltischen Staaten, aber auch der Ost-Balkan und die

Mittelmeerlédnder.
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Lokale ESBL-Situation in der Steiermark:

Im Institut fOr Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin der MUG wurden 2011
insgesamt in 814 Proben 838 ESBL bildende E.coli von 474 Patientinnen
nachgewiesen. In 557 Proben von 135 Patientinnen wurde 583 ESBL produzierende
Klebsiella spp. (343x Klebsiella oxytoca von 63 Patientinnen, 240x Klebsiella

pneumoniae von 77 Patientinnen) detektiert(54).
Andere 2011 in Graz detektierte ESBL-Bildner(54):

e 77x Proteus mirabilis

o 55x Cifrobacter freundii

e 12x Cifrobacter amalonaticus
e /xEnterobacter cloacae

e 46X Morganella morganii

e 1x Proteus vulgaris

e 1x Enterobacter aerogenes

e Ix Citrobacter farmeri.

Eine Studie von Eisner et al. aus dem Jahr 2006 beschreibt die Situation hinsichtlich
der ESBL-Enzyme. Waren bis 1998 ausschlieBlich TEM-Enzyme in Graz identfifiziert
worden, stieg im Beobachtungszeitraum der Studie 1998 bis 2004 der Anteil an CTX-
M-Enzymen von 0% auf 58% an(55).

Mehr dazu siehe Kapitel 4.3 Ergebnisse.
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3.4 ESBL DIAGNOSTIK

Die Guidelines des Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) der Vereinigten
Staaten von Amerika sind in vielen Studien Grundlage der Interpretation von
mikrobiologischen Befunden. Diese Standards, einschlieBlich der Grenzen
(,breakpoints*) der Hemmhof-Durchmesser (s.u.) und minimalen
Hemmkonzentrationen (MHK; s.u.) hinsichtlich der Wirksamkeit antimikrobieller
Substanzen, wurden in den 1980er Jahren, noch vor Auftreten der ersten ESBLs
entwickelt(48).

Das European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) der
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) hat in
seinen aktuellsten Guidelines (1.1.2012) zur Beurteilung von Befunden

wesentlich niedrigere breakpoints zur Festlegung von Sensibilitét und Resistenz
angesichts der zunehmend kritischen Resistenzsituation mancher Keime in einigen
Ladndern empfohlen(56) (vgl. dazu Abb.17: Klebsiella pneumoniae in Griechenland

und im Ost-Balkan).

3.4.1 METHODEN

Von CLSI und EUCAST werden verschiedene Methoden zur ESBL-Diagnostik
empfohlen. Haufig kommen fUr die einzelnen Anwendungen eigens entwickelte und
kauflich erwerbbare -vorgefertigte Systeme (Etest©) oder Automaten (z.B.: Vitek®©,

MicroScan®, BD Phoenix Automated Microbiology System®©) zum Einsatz(48):
Screening Methoden:

¢ Plattchendiffusionstest (auch Agardiffusionstest; disk diffusion methods) zur
Bestimmung des Hemmhof-Durchmessers (s.u.)
¢ Bouillon - Verdiunnungsmethode (Dilutionstest; dilution anfimicrobial

susceptibility testing) zur Bestimmung der MHK (s.u.)
andere Testmethoden:

e Cephalosporin/ClavulansGure Kombinationsplatten
e Bouillon-Mikroverdinnung (broth microdilution)
e Double disk diffusion

e Testagar mit Clavulans&ure
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e Disk replacement method

e Three-dimensional test

Die am haufigsten zum Screening angewandte Methode in der Mikrobiologie ist der
Agardiffusionstest(48).

Hierzu wird ein MUller-Hinton Agar mit dem zu testenden Keim beimpft. Danach
werden in gleichmdaBigem Abstand verschiedene Antibiotikaplattchen aufgebracht.
Die Agarplatten werden je nach Spezies bei ca. 35°C fur 16-20h (je nach Labor-
Workflow) inkubiert und anschlieBend die GréBe der Zone gemessen und
interpretiert, in der kein Bakterienwachstum stattgefunden hat. Diese Zone wird als

Hemmhof bezeichnet.

FUr das Screening auf ESBL werden Cefpodoxim, Ceftazidim, Aztreonam, Cefotaxim,

Ceftriaxon, Amoxicillin/Calvulansdure u.a. getestet.

Als resistent gilt ein Keim, wenn es keinen Hemmhof gibt oder der Druchmesser des
Hemmhofs unter einem empirisch festgestellten, definierten Wert liegt. Sensibel ist ein
Keim auf das getestete Antibiotikum, wenn der Durchmesser des Hemmhofs Uber
einem empirisch festgestellten, definierten Wert liegt. Bei einem Ergebnis dazwischen,

gilt der Keim als infermedidr und die Erfolgsaussicht einer Therapie als unsicher.

In der Interpretation der Hemmhof-Durchmesser unterscheiden sich die
Empfehlungen von CLSI und EUCAST:

Wahrend die CLSI Keime mit einem Hemmhof-Durchmesser von Cefpodoxim bereits
bei 17mm als sensibel kennzeichnet, wird ein Keim vom EUCAST erst bei einem

Hemmhof-Durchmesser von Cefpodoxim = 21mm als sensibel interpretiert(48,56).

EUCAST (nach dem sich die meisten europdischen Labors inzwischen orientieren)

empfiehlt fUr die Interpretation der extended spectrum Cephalosporine(56):
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Cephalosporin

Hemmhof-Durchmesser in mm

sensibel resistent

Cefepim >24mm <21mm
Cefotaxim >20mm <17mm
Ceftazidim >22mm <19mm

Tabelle 8: Auswahl aus dem EUCAST clinical breakpoint table(56); Die Grenzen der Hemmhof-Durchmesser sind
strenger als in den CLSI Guidelines.

Abbildung 17: Phanotyp eines Agardiffusionstests bei ESBL-Testung. Es zeigt sich ein Wachstum bei Amoxicillin (AM),

Cefalotin (CF) und Cefuroxim (CXM). Der Hemmbhof von Cefotaxim (CTX) ist vermindert, weshalb hier eine ESBL
vermutet wird; aus (54).
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Beim Dilutionstest wird eine geometrische Verdinnungsreihe des zu testenden
Antibiotikums hergestellt (oder fertige Préparate gekauft). Nach Beimpfung mit der
Bakteriensuspension, wird die Lésung inkubiert. Dieser Bouillon — VerdUnnungstest
ermittelt schlieBlich die Konzentration des Antibiotikums, ab der kein Keimwachstum
mehr stattfindet = minimale Hemmkonzentration (MHK), sie wird in mg/L (ug/ml)

angegeben (48).

Als sensibel werden Keime bezeichnet, die bei einer empirisch festgestellten,

definierten MHK (breakpoint 1) in vitro kein Wachstum zeigen.

Resistent ist ein Keim, wenn die MHK des getesteten Antibiotikums einen definierten

Wert Uberschreitet (breakpoint 2).

Als intermedidr wird, falls vorhanden, ein Keim mit MHK im Bereich zwischen den
breakpoints bezeichnet. FUr den Einsatz in der Therapie gilt, dass die Wirksamkeit des

getesteten Antibiotikums bei diesem Keim unsicher ist.

Um eine MHK festzustellen, werden verschiedene Systeme angewendet:

Automatisierte BebrUtung und Interpretation von vorgefertigten Verdionnungsreihen,
z.B. bietet Vitek©® von bioMérieux verschiedene Karten mit Antibiotika-Konstellationen

je nach Aufgabenprofil (Harnkeime vs. Rachenkeime etc.).

C i Karte:  AST-N130 Chargenbez: 440200320 |Verfallsdatum: 212{3_2012 13:00
nfos zur Resistenz
Beendet: oo, 0" Status: Fertig il 9,25 Std.
Antibiotikum MHK Interpretation Antibiotikum MHK Interpretation
Ampicillin >=32 R Piperacillin/Tazobactam <=4 S
Amoxicillin/Clavulansaure 4 S Ceftazidim <= 1 S
Cefuroxim >=64 R Meropenem <=0,25 S
Cefuroxim-Axetil >=64 R Ertapenem <=0,5 s
Cefotaxim <=1 S Cefazolin >= 64 R
Aztreonam <=1 S Gentamicin >=16 R
Trimethoprim <=0,5 S Fosfomycin <=16 S
Trimethoprim/S yxazol <= 20 S Cefoxitin <=4 3
Ciprofloxacin <=0,25 S ESBL POS *
Nitrofurantoin <= 16 S Nalidixinsaure <=2 S
+= Abgeleitete Antibiotika *= AES modifiziert **= Anwender modifiziert
R Hygiene Institut Graz
AES-Befunde: Letzte Anderung: 21.12.2011 14:47 CET Parameterset: Global
European+Nat.Res
Zuverlassigkeit-Ebene: | t

66




Der Epsilometertest (Etest© von AB Biodisk) besteht aus einem Teststreifen, auf dessen
einer Seite ein Gradient von z.B. Ceftazidim (0,5 — 32 ug/ml) aufgebracht ist, und auf
der anderen Seite ein Gradient desselben plus einer konstanten Konzentration von
Clavulansdure (4 ug/ml). Ebenso gibt es einen analogen Teststreifen fir Cefotaxim.
Der Teststreifen wird auf einen beimpften Agar aufgebracht und nach Inkubation die

Wirksamkeit an der markierten Hemmkonzentration abgelesen (siehe Abb. 21)(48).

e N el

K oa

Die Interpretation der gemessenen MHK-Werte wird von der EUCAST wie folgt

empfohlen(56):
Cephalosporin MHKSs in mg/L
(Konzentration eines Plattchens) sensibel < resistent >
Cefepim (30ug) 1 4
Cefotaxim (5ug) 1 2
Ceftazidim (10ug) 1 4
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1.) Cephalosporin/Clavulansédure (Kombinations-) Platten kdnnen sowohl als

Screening, als auch als Bestatigungstest verwendet werden.

Hierbei wird zur Kultur der Bakterien ein Agar verwendet, der bereits ein
Cephalosporin (z.B. 30 ug Cefotaxim oder 30 ug Ceftazidim) mit oder ohne 10 ug
Clavulansdure enthdlt. Findet auf diesen Platten ein Keimwachstum statt, handelt es
sich sehr wahrscheinlich um einen ESBL-Bildner oder anderen Keim mit Resistenz
gegen Cephalosporine der 3. Generation (z.B. Carbapenemase-Bildner) und es sind

weitere Schritte zur Diagnostik angezeigt(48).

2.) Die Bouillon Mikrodilution verwendet dasselbe Prinzip der VerdUinnungsreihe,
allerdings auf ein eingeschrdnktes Antibiotikaspekirum: Nur Cefotaxim (0,25 - 64
HMg/ml) mit und ohne 4 ug/ml Clavulanséure sowie Ceftazidim (0,25 - 128 ug/ml) mit
und ohne Clavulansdure werden getestet. Der Test ist positiv, wenn sich die MHK in
den Tests mit Clavulansdure in min. 3 aufeinanderfolgenden Testreihen um das

Doppelte erhdht hat, als die MHK des Cephalosporins alleine ausmacht(48).
3.) Die double disk diffusion - Methode

Bei diesem Verfahren, wird in der Mitte des Agars ein Amoxicillin/Clavulans&ure
Plattchen aufgebracht, im Astand von 30mm ringsherum die anderen Antibiotika mit
je 30 ug Wirkstoff. Der Test ist positiv, wenn das getestete Antibiotikum selbst keinen
oder einen zu kleinen Hemmhof aufweist, jedoch in einem Bereich in
Diffusionsreichweite der Clavulansdure als Synergismus der beiden ein Hemmbereich
entsteht, sieche Abb. 19 (48).
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Abbildung 20: Phanotyp eines ESBL-positiven Citrobacter spp. Hier erkennt man Wachstum bei Cefpodoxim (CPO),
Cefoxitin (FOX) und Cefotaxim (CTX). Der Hemmbhof von Ceftazidim (CAZ) und Cefepim (FEP) ist deutlich
verschmdled® . Unter gemeinsamer Wirkung mit Clavulansdure (vom Amoxicillin/Clavulanséure (AMC) in der
Mitte weg diffundierend—» ) zeigen jedoch auch CAZ, CTX und FEP verstarkte Wirksamkeit ygDas
Kombinationsprdaparat aus CPO und Clavulanséure (CPO CV) hat einen gut ausgepragten Hemmbhof. Bild zur
Verfigung gestellt von Prof. Dr. Gebhard Feierl

4.) Der Muller-Hinton Agar mit Clavulanséure wird gleichzeitig mit einem
konventionellen MUller-Hinton Agar beimpft und inkubiert. Eine Differenz zwischen
den Hemmh&fen im Clavulansdure-freien zum Clavulansdure-hdltigen Agar von
mehr als 10mm wird als positiv fUr ESBL gewertet. Ein Nachteil dieser Methode besteht
in der abnehmenden Aktivitat von Clavulanséure nach 72h, wonach der Test ein

falsch-negatives Ergebnis liefern kann(48).

5.) Die disk replacement Methode |Gsst zuerst 3 Plattchen mit
Amoxicillin/Clavulansdure auf einem beimpften Agar platzieren. Nach 1h Inkubation
bei Raumtemperatur werden die 3 Amoxicillin/Clavulans&ure Plattchen gegen je ein
Plattchen mit Cefotaxim, Ceftazidim und Azfreonam ausgetauscht. Kontrollpl&attchen
dieser 3 Antibiotika werden in einem Abstand von min. 30mm ebenfalls auf den Agar
aufgebracht. Der Test wird als positiv beurteilt, wenn der Unterschied im
Hemmhofdurchmesser zwischen den Kontrollen und den ausgetauschten Plattchen =
Smm ist(48).
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3.5 MANAGEMENT

Das klinische Management von ESBL besteht in erster Linie aus 2 SGulen(48):
1.) Initiale Infektionskontrolle

e DurchfUhrung routinemaBiger Kontrollen von Stuhlproben bzw.
gegebenenfalls Harnproben oder Abstrichen zur Detektion von mit ESBL-

Bildnern kolonisierten, aber nicht infizierten Patientinnen

e RegelmdBige Evaluierung der Oberfldchen, des Wassers, von Nahrungsmitteln
und von medizinischem Equipment (Fieberthermometer, Stethoskope,

Sonografiegerate, Endoskope, etc.)

e Forcierung der Einhaltung von HygienemaBnahmen: Hadndedesinfektion,
Isolierung bzw. Kohortierung sowie Mantel- und Handschuhpflege von

Kolonisierten und Infizierten
2.) Antibiotika

Als wichtigste MaBnahme gilt es, die Entwicklung von ESBLs bzw. die Selektion von
ESBL-Bildnern zu verhindern. Der empirische Einsatz von Antibiotika im klinischen,
niedergelassenen und veterinGrmedizinischen Bereich sollte kritisch abgewogen und

extended spectfrum Cephalosporine duBerst restriktiv verwendet werden.

Als Konsequenz auf einen signifikanten Prozentsatz von ESBL-positiven gram-
negativen Bakterien auf einer Station sollte eine Umstellung des Antibiotika-Regimes
erfolgen. DiesbezUglich ist die lokale Resistenzsituation zu berUcksichtigen.
Internationale Guidelines empfehlen den Umstieg auf Carbapeneme (Imipenem,
Meropenem, Ertapenem), Chinolone oder B-Lactam/B-Lactamase-Inhibitor

Kombinationen.

Die selektive Dekontamination des Darms (selective digestive decontamination;

SDD) wird kontrovers diskutiert. 3 Studien hatten mit ihnrem Regime Erfolg, einen
Ausbruch von ESBL-Bildnern zu unterbrechen. Folgende Antibiotika-Kombinationen
kamen zum Einsatz: Norfloxacin, Polymyxin+Neomycin+Nalidixins&ure und

Colistin+Tobramycin.
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Plasmide, welche ein ESBL-Gen tragen, tragen hdufig auch andere Resistenzgene
z.B. gegenUber Aminoglykosiden und Trimethoprim/Sulfmethoxazol. 15-30% aller ESBL-
Bildner sind zusatzlich resistent gegenuber Chinolonen. In diesen Fallen wdre eine

Norfloxacin-gestUtzte Prophylaxe wirkungslos(48).

Auch durch SDD kann es zur Entwicklung von Resistenzen oder Selektion resistenter
Stdmme kommen(38). RegelmdaBige Evaluierungen der lokalen Keimsituation mittels

Stuhlkulturen k&nnen als Monitoring-Instrument hilfreich sein.
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4. ZUSAMMENHANG ZWISCHEN EINER BESIEDELUNG MIT ESBL-BILDNERN UND
NEC

4.1 EINLEITUNG

Wie bereits ausfGhrlich erldutert wurde, hat eine intestinale Fehlbesiedelung eine
essentielle Rolle in der Pathogenese der nekrotisierenden Enterokolitis. Die Darmflora
beeinflusst Uber verschiedene immunologische Mechanismen (LPS — TLR4, Akfivieren
der proinflammatorischen Zytokinkaskade, SCFAs, Hemmung der
Reparationsprozesse von Enterozyten) die Entstehung der NEC. AuBerdem sind
Bakterien fUr das pathognomonische radiologische Zeichen der NEC, die

Pneumatosis intestinalis, verantwortlich.

Nach dem ersten Auftreten von ESBL bildenden Enterobakterien an der NICU
Universitatsklinik fOr Kinder- und Jugendheilkunde Ende 2004, wird seit dem Jahr 2005
zweimal wdchentlich routinemdaBig Stuhl der stationdren Patientinnen an das Institut
fOr Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin geschickt und auf ESBL-Bildner

unterscuht um Besiedelungen rechtzeitig zu erkennen.

Eine groBe Zahl an Befunden steht zur VerfGgung. Besonders aufgefallen ist dabei
das Jahr 2005 mit einer groBen Anzahl an ESBL- postitiv getesteten Enterobakterien
aus den Stuhlkulturen und der gréBten Inzidenz der NEC im Jahresvergleich 2000 -
Mitte 2011.

Als Prophylaxe einer NEC wird an der Abteilung fUr Neonatologie der Grazer
Kinderklinik eine selective digestive decontamination mittels Antimykotikum und

Antibiotikum durchgefGhrt, sowie ein Probiotikum verwendet(59):

e Lactobacillus rhamnosus GG (1g=1x10? cfu/Tag, aufgeteilt in 2 Einzeldosen)
e Nystatin (10.000 IU/kg alle 6h per 0s)

e Gentamicin (7mg/kg alle 12h per 0s)

In den Jahren 2005 und 2006 wurde bei Detektion von ESBL-besiedelten Patientinnen,
wegen der hohen Rate an zusatzlicher Gentamicin-Resistenz der ESBL-Bildner, Colistin
(8mg/kg einmal taglich per os) statt Gentamicin als Teil der NEC-Prophylaxe
verwendet. Eine Kolonisation der noch nicht betroffenen Patietninnen sollte
verhindert werden. Strenger et al. konnten jedoch zeigen, dass Besiedelungen auch

unter Colistin vorkommen und diese Strategie wurde wieder verlassen(38).
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Die Prophylaxe mit dem Aminoglykosid Gentamicin (s.0.) und nach der neuen Studie
auch mit Colistin kann also eine NEC durch ESBL-bildende Enterobakterien nicht

verhindern.

Da die Inzidenz der NEC in Graz im internationalen Vergleich sehr niedrig ist, gilt es
nun den Zusammenhang mit dem Auftreten der ESBL-Bildner und der zeitglichen

Zunahme der NEC-Inzidenz genauer zu betrachten.
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4.2 PATIENTINNEN UND METHODEN

Alle Patientinnen der NICU Graz vom Zeitpunkt der EinfUhrung der routinemdaBigen
Stuhltestung auf ESBL-bildende Enterobakterien(JGnner 2005) bis zum festgelegten

Endzeitpunkt der Studie (einschlieBlich September 2011) wurden eingeschlossen.

Ausgeschlossen wurden sehr kleine Fruhgeborene (geboren in der 23. SSW), die ihre
ersten Lebensstunden nicht Uberlebt haben und demnach nur sehr kurz (<1 Tag)

Patientin der NICU waren.

Insgesamt wurden 3987 Patientinnen im Beobachtungszeitraum auf der NICU Graz

betreut und in die Studie eingeschlossen.

FUr diese Studie liegt ein gultiges positives Votum der Ethikkommission der MUG vor.
EK-Nummer: 24-286 ex 11/12

4.3.1 DATEN UND DEFINITIONEN

Die Daten der Patientinnen stammen aus der Abteilungs- infernen Datenbank der
NICU Graz. Dort werden nach Entlassung der Kinder alle relevanten Daten (GA, GG,
Geburtsmodus, Geburtsort, Apgar, Diagnosecodes, Beatmungsform und —zeitraum,
und die Dauer eines ggf. angelegten ZVK) von einem/r Oberarztin der Abteilung
erfasst. Zusatzlich wurde eine Suche im Krankenhausinformationssystem MeDocs©
durchgefUhrt um die Diagnose NEC noch einmal anhand der Krankengeschichte zu
UberprUfen und falsch positive auszuschlieBen (in 18 Fallen wurde eine SIP

diagnostiziert).

FUr die Definition von NEC wurde die in der Kinderklinik gebrduchliche Klassifikation
nach Bell in der von Kliegman et al. Uberarbeiteten Version verwendet. Ab dem
Stadium 2A (definitive NEC) wurde die Erkrankung als NEC bezeichnet.

Die Diagnose NEC bedeutet eine gefurchtete (hohe Awareness des Personals) und
haufig fulminant verlaufende Erkrankung, welche interdisziplindr gestellt
(Neonatologie, Kinderradiologie, Kinderchirurgie) und therapiert wird. Auf Grund der
hohen Awareness des Personals sind falsch negativ diagnostizierte Patientinnen

praktisch auszuschlieBen.
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Frihgeburtlichkeit wurde nach internationalen Standards als Geburt vor der
vollendeten 37. SSW definiert. Zudem wurden Gruppen nach GG getrennt
betrachtet: VLBW wurde definiert als GG < 1500g und ELBW als GG < 1000g.

Der mikrobiologische Status ESBL positiv wurde nach einmaligem Eintreffen eines
dementsprechenden Befundes des Instituts fUr Hygiene, Mikrobiologie und
Umweltmedizin der MUG vergeben. In dieser Studie wurde die Besiedelung mit ESBL-
Bildnern untersucht, die per se noch nicht pathologisch bzw. eine Infektion ist. ESBL-
Bildner kdnnen wie andere Bakterien auch Barrieren durchbrechen und invasiv
werden. Bewiesene BakteriGmien mit ESBL-Bildnern wurden im Untersuchungszeitraum
nicht beobachtet. Jedoch werden Blutkulturen bei Frihgeborenen aufgrund der
schwierigen GefdBsituation, der geringen Blutmengen und der dadurch
mangelhaften Sensitivitat selten angelegt. Etwaige Resektate einer chirurgischen

Therapie werden nicht routinemdaBig mikrobiologisch analysiert.

4.3.2 TESTPARAMETER

Da besonders junge und kleine (=unreife) Neugeborene haufiger an NEC erkranken
als reife, wurden das Gestationsalter und das Geburtsgewicht als wichtigste

Testparameter gewdahlt.

Der Geburtsmodus spielt eine wesentliche Rolle in der initialen Darmbesiedelung
(Keime der vaginalen Flora vs. Umgebungskeime bei sectio caesarea; siehe Kapitel
2.2.4 Bakterielle Besiedelung). Aus diesem Grund wurde der Geburtsmodus als

weiterer Testparameter ausgewdhlt.

Das Apgar Schema wird zur Beurteilung von Neugeborenen nach der Geburt
angewendet. Nach 1, 5 und 10 Minuten wird das Kind hinsichtlich Atmung,
Herzfrequenz, Hautfarbe, Reflexe und Muskeltonus beurteilt. Eine geringe Punkizahl
nach 5 und 10 Minuten spricht fUr eine schlechte Adaptation — die Grunde hierfur
sind vielfdltig. Kinder mit niedrigen Apgar-Werten sind in der Regel in einer
schlechteren Verfassung und bendtigen eher die stationdre Aufnahme an einer
NICU und invasivere maschinelle Uberwachung bzw. Unterstitzung der

Vitalfunktionen. FUr diese Studie wurden die Apgar-Werte nach 5 Minuten verglichen.

Jede Form invasiver Therapie (Beatmung, zentrale oder periphere Venenkatheter,

arterielle Katheter, Magensonde, chirurgischer Eingriff) erhdht durch den schlechten
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zugrundeliegenden Gesundheitszustand, den |Gnger dauernden stationdren
Aufenthalt sowie die iatrogene Schadigung von Barrieren das Risiko einer
Besiedelung oder Infektion mit ESBL-Bildnern.

Ob eine Besiedelung mit einem ESBL-Bildner bereits vor Anwendung der invasiven
MaBnahme erfolgt ist und diese erforderlich gemacht hat, oder als Folge der

MaBnahme zu erkldren ist, kann im Zuge der retrospektiven Analyse nicht festgestellt

werden.
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4.3.3 ESBL-SCREENING

Das Institut fUr Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin untersucht 2x wéchentlich
den eingesandten Stuhl von allen stationdren Patientinnen der NICU Graz

routinemdaBig auf ESBL-Bildner.

Ab 2005 wurden hierzu eine Stuhlkultur angelegt und die einzelnen Stdmme einem

Agar-Diffusionstest unterzogen.

Seit J&nner 2011 werden Antibiotika-haltige (Ceffazidim oder Cefotaxim) ESBL-
Screening Platten von bioMerieux© verwendet. Findet sich hier ein Keimwachstum, ist
von einem ESBL-Bildner oder anderen resistenten Keimen auszugehen und ein
Bestatigungstest durchzufUhren. Letzte Sicherheit liefert aber nur eine genetische

Analyse.

Abbildung 21: ESBL-Screeningplatte mit integriertem Cephalosporin der 3. Generation; Wachstum von Klebsiella
oxytoca. Bild zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Gebhard Feierl

Die genetische Klonalitat der einzelnen Bakterienstdmme wird im Institut fOr Hygiene,
Mikrobiologie und Umweltmedizin der MUG mittels Diversilab System™ von

bioMérieux (repPCR; repetitive poly chain reactions) getestet(62).

Um die einzelnen Enzyme genauer zu identifizieren werden bei ausgewdhlten
St&dmmen PCRs auf die hdufigsten ESBL-Enzyme und gegebenenfalls auch die

Sequenzierung der Gene durchgefihrt.

Alle ESBL-Bildner wurden und werden kryokonserviert, um ev. spdtere Analysen zu

ermoglichen.
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4.3.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung der gesammelten Daten erfolgte mittels SPSS for
Windows® Version 18.0.

Durchgefuhrt wurde eine deskriptive Statistik aller relevanten Parameter.

Zusatzlich wurden Kreuztabellen mit Fisher's Exact Tests sowie Mann-Whitney-U-Tests

zur Feststellung der Signifikanz berechnet und Boxplot Diagramme erstellt.
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4.4 ERGEBNISSE

4.4.1 ESBL

Im Beobachtungszeitraum von J&nner 2005 bis einschlieBlich September 2011 wurden
bei 146 von 3987 Kindern (3,7% aller stationdren Patientinnen der NICU) ESBL-Bildner

entdeckt.

Die meisten wurden nach der ersten Detektion von ESBLs an der NICU (2004) im Jahr
2005 entdeckt. Durch die EinfUhrung von ScreeningmaBnahmen (2x wbéchentliche
Analyse von Stuhlproben aller stationdren Patientinnen), sowie Kohortierung und
Verbesserung der HygienemaBnahmen, waren die Zahlen danach bis 2009 stets
ricklaufig, seit 2010 steigen sie wieder an. Ob sich der erneute Anstieg mit der
Neueinfuhrung der ESBL-Screeningplatten im Janner 2011 (mit evtl. h&herer
Sensitivitat) allein erkl@ren IGsst, muss bezweifelt werden. Viel eher ist das
zunehmende Problem mit ESBL-Bildnern in Europa und auch der Steiermark als
Ursache zu sehen, sowie einzelne nosokomiale Ausbriche (Klebsiella oxytoca im Jahr
2011)(54).
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Folgende ESBL-bildende Keime konnten identifiziert werden:

e Klebsiella pneumoniae (78)
o Klebsiella oxytoca (39)
e Escherichia coli (8)

e Serratia marescens (6)
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e Citrobacter freundii (6)

e Citrobacter amalonaticus (2)

5 Kinder wurden von 2 ESBL-Bildnern (3x E.coli + Klebsiella pneumoniae, 2x
Citrobacter freundii + Klebsiella pneumoniae), 2 Kinder von 3 ESBL-Bildnern (Klebisella

pneumoniae, E.coli, Citrobacter freundii) simultan kolonisiert.

Die Erstbesiedelung erfolgte im Median am 23. Lebenstag (range 1.-123. LT) und 32
Tage (median; range 98 vor GT — 36 nach GT) vor dem errechneten Geburtstermin

(korrigiertes Alter).

GA und GG der Kinder mit bzw. ohne positivem ESBL-Screening:

nicht ESBL-positiv ESBL-positiv
Anzahl Befunde 3839 146
25. Perzentile 33 27
GA Median 36 30
in Wochen 75. Perzentile 39 34
Minimum 23 24
Maoximum 43 41
Anzahl Befunde 3837 146
25. Perzentile 1880 976
GG Median 2550 1370
in Gramm | 75. Perzentile 3250 2015
Minimum 400 355
Maximum 5400 4000

Das GA und GG der Kinder mit intestinaler Besiedelung mit ESBL-Bildnern lag
statistisch signifikant unter dem der nicht mit ESBL-Bildnern besiedelten: Die

statistischen Berechnungen mittels Mann-Whitney-U-Test ergaben p<0,001.

Mit ESBL-Bildnern besiedelte Kinder zeigten ebenfalls signifikant (p<0,001) haufiger
VLBW (und ELBW als nicht ESBL-besiedelte Kinder. Mit VLBW wurden 304 Patientinnen
(7,6%) ohne Nachweis von ESBL-Bildnern und 42 Patientinnen (12,1%) mit ESBL-

Nachweis geboren. 181 NICU Patientinnen ohne positiven ESBL-Screeningtest (4,5%)
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wurden im Gegensatz zu 42 Patientinnen mit positivem ESBL-Befund (18,8%) mit ELBW
geboren (siehe Abb. 24).
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Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (mit ESBL-Bildnern besiedelt vs. keine
Besiedelung) zeigten sich auch bei den gemessenen Apgar-Werten.

18,5% der Kinder mit positivem Screeningtest hatten einen 5-Minuten Apgar Wert von
unter 8, wahrend nur 8,1% der Kinder mit negativem Screeningtest einen 5-Minuten

Apgar Wert von unter 8 aufwiesen (p<0,001, Fisher's Exact Test).
Kinder, die spater von ESBL-Bildnern besiedelt wurden, hatten auch statistisch

signifikant niedrigere 5-Minuten Apgar-Werte als Kinder ohne positiven ESBL-

Screeningtest (median 7 vs. 9): p£0,001, Mann-Whitney-U-Test
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4.4.2 NEC

Die Zahl der NEC-Fd&lle an der Universitatsklinik fir Kinder - und Jugendheilkunde Graz
lag von Janner 2000 — einschl. September 2011 bei 27 (0,34%) von insgesamt 7853
stationdr an der NICU behandelten Kindern. Im Beobachtungszeitraum seit 2005
(EinfUhrung des ESBL-Screenings) erkrankten 16 von 3987 (0,4%) Kindern an einer

nekrotisierenden Enterokolitis.

Aufgefallen ist — auch im Vergleich mit den Jahren davor — besonders das Jahr 2005
mit einer ungewdhnlich hohen NEC Inzidenz. 2005 wurde auch — wie im Kapitel 4.4.3
ndher ausgefUhrt — eine hohe Zahl an Besiedelungen mit ESBL-Bildnern
nachgewiesen, nachdem diese erstmals im Jahr 2004 an der NICU Graz detektiert

worden waren(40; s.0.).
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NEC Patientinnen hatten signifkant (p<0,001, Mann-Whitney-U-Test) geringeres
Gestationsalter und Geburtsgewicht als nicht an NEC erkrankte Patientinnen der
NICU (siehe Tabelle 11, Abbildung 26).

Das GG wair signifikant haufiger VLBW und ELBW als bei Patientinnen, die nicht an
NEC erkrankt waren (p<0,001). 6 (37.5%) von 16 NEC-Patientinnen hatten VLBW und
ebenfalls 6 (37,5%) von 16 NEC-Patientinnen hatten ELBW.
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von nicht an NEC erkrankten Patientinnen der NICU.

11 (68,8%) von 16 NEC-Patientinnen wurden mittels sectio caesarea geboren. Der

Prozentsatz ist zwar héher als in der Kontrollgruppe (58,8%), jedoch nicht signifikant

(p=0,429).

NEC
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Die Kinder zeigten im Median am 15. Lebenstag (range 1-39) und 50,5 (median;
range -86 - +1) Tage vor dem errechneten Geburtstermin (korrigiertes Alter) zur

Diagnose fuhrende Symptome der NEC.

Bei 9 (56,3%) von 16 Kindern wurde radiologisch eine Pneumatosis intestinalis

diagnostiziert, in 2 Féllen wurde zusétzlich freie Luft diagnostiziert.

In 10 (62,5%) von 16 Fallen wurde eine chirurgische Intervention notwendig, in 7 Fallen

mussten Darmabschnitte reseziert werden.

12 (75%) von 16 Kindern wurden im Laufe ihres stationdren Aufenthaltes invasiv
beatmet (median 8,5 Tage; range 1-27), 10 Kinder bendtigten im Verlauf eine Nasen-
CPAP Beatmung (median 9,5 Tage; range 2-86). 9 Kinder bendtigten einen

zentralvenodsen Katheter.

15 (93.8%) von 16 Patientinnen wurden nach Diagnosestellung (13 Kinder) oder
bereits vorher (2 Kinder) mit Carbapenemen (Imipenem und Meropenem)

behandelt. Bei 1 Kind fehlt die diesbeziUgliche Dokumentation.
Mortalitat:

1 Kind (6,25%) verstarb an einer besonders fulminanten NEC. Das Kind hatte ein GA
von 28 Wochen und ein GG von 780g. Am Abend des vierten Lebenstages zeigten
sich stehende Darmschlingen und eine Pneumatosis intestinalis im Rontgen,
laborchemisch zeigte sich eine Leuko- und Thrombopenie. Im Laufe der Nacht war
die Erkrankung rasch progredient, die antibiotische Therapie wurde auf Imipenem
umgestellt und die Indikation zur chirurgischen Intervention gestellt. Bei der
Laparotomie zeigte sich der gesamte Darm distal des Duodenums gangrdnds, eine
doppellaufige Jejunostomie wurde angelegt. Nach der OP war das Kind zundchst
stabil, zeigte aber zunehmende Kreislaufinstabilitat, eingeschréankte Diurese und
massive Koagulopathie. Das Kind verstarb am ersten postoperativen Tag an einem

Multiorganversagen. Ein positiver Befund des ESBL-Screenings traf 2 Tage spdater ein.
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4.4.3 ZUSAMMENHANG

Insgesamt wurden bei 3,5% der 3987 untersuchten Patientinnen der NICU Graz ESBL-

Bildner in den Stuhlkulturen gefunden. 0,2% aller stationdren Patientinnen waren mit

ESBL-bildenden Enterobakterien besiedelt und entwickelten gleichzeitig eine NEC.
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Wie oben bereits erwdhnt, wurden bei 43,8% (7 von 16) der NEC-Patientinnen ESBL-
Bildner im Stuhl (1x zusatzlich im Peritonealabstrich, Befunde von Blutkulturen liegen
bei keinem dieser Falle vor)detektiert, wahrend im Gesamtkollektiv nur 3,6% (146 von
3987) mit ESBL-Bildnern besiedelt war.

Wdahrend 4,8% (7 von 146)der ESBL-besiedelten Patientinnen der NICU an einer NEC
erkrankt sind, haben nur 0,2% (? von 3841) der nicht ESBL-besiedelten Patientinnen
eine NEC entwickelt (siehe Tabelle 12). Dieses Ergebnis ist statistisch hdchst signifikant
(p<0,001).

NEC keine NEC Gesamt p-Wert
ESBL 7 (4.8%) 139 146
<0,001
kein ESBL 9 (0,2%) 3832 3841
Gesamt 16 3971 3987

85



Zwischen dem Gestationsalter der NEC-Patientinnen mit und ohne ESBL-Bildnern und

gab es keinen Unterschied (Median 28).

Das Geburtsgewicht lag in der Gruppe der mit ESBL-Bildnern besiedelten NEC-
Patientinnen unter dem der Vergleichsgruppe (1000g vs. 14209 im Median), jedoch
statistisch nicht signifikant (p=0,427).

Der Altersunterschied zwischen NEC-Patientinnen mit und ohne ESBL-Besiedelung war
weder fUr das chronologische (66 vs. 26 Tage, p=0,223) noch fUr das korrigierte Alter

(-59 vs. -56 Tage; p=0,314) statistisch signifikant, sieche auch Tabelle 13.

ESBL keine ESBL
median range median range
chronologisches Alter bei NEC 66 0-183 26 2-203
korrigiertes Alter bei NEC -59 -80 -1 -56 -86 - -49

ESBL-Befunde der NEC-Pdatientinnen:

Folgende ESBL-Bildner wurden bei den 7 (43,8%) von 16 Kindern mit NEC gefunden:

e 6xKlebsiella pneumoniae
¢ IxKlebsiella oxytoca (in dieser Stuhlkultur wurde auch ein Klebsiella

pneumoniae Stamm detektiert, der jedoch kein ESBL-Bildner war).

Es konnten bei 3 von den 6 Klebsiella pneumoniae Funden eine KlonalitGtstestung

durchgefUhrt werden, wobei 2 verschiedene Klone gefunden wurden.
Die molekularbiologischen Analysen indentifizierten folgende ESBL-Enzyme:

Klebsiella oxytoca:

e CTX-M-3 (+ die B-Lactamase TEM-1; nicht ESBL)
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Klebsiella pneumoniae:

e CTX-M-3 (+ TEM-1, SHV-2)
e CTX-M-3 (+ TEM-1, SHV-1); Diese Kombination wurde bei 3 Kindern isoliert.
e SHV-12 (+ TEM-1)

Die Probe von einem Kind stand nicht mehr fUr die molekularbiologischen

Untersuchungen zur Verfugung.

Diversilab v3.4 DENDROGRAM
PC

#6465

1 ESBL05/51 TEM-1, SHV-2, CTX-... |
2 ESBL05/94 TEM-1, SHV-1, CTX-...

3  ESBL05/46 TEM-1, SHV-12 | I

4  ESBL05/47 TEM-1, SHV-1, CTX-... | | | I

5 ESBL 05/28 TEM-1, SHV-1, CTX-... | | I |
1 [ NN TN (| | )
I — 1 1T 1 1 |

0 75 B0 &5 90 95 100

% Similarity

Antibiotische Therapie:

Vor dem Hintergrund, dass der Einsatz von (extended spectrum) Cephalosporinen
moglicherweise das Entstehen bzw. die Selektion von ESBL-Bildnern begunstigen
kann, ist es interessant, dass zumindest 6 von 7 NEC-Patientinnen mit positivem ESBL-
Screening Test vor dem ersten Befund mit Cefuroxim (einem Cephalosporin der 2.
Generation) behandelt wurden (vom 7. NEC Patient konnten keine diesbeziglichen
Daten erhoben werden).

Sechs der 7 NEC-Patientinnen mit ESBL-Besiedelung wurden erst nach definitiver
Diagnose einer NEC auf eine gegen ESBL-Bildner wirksame Therapie mit einem
Carbapenem umgestellt. Auch 7 der 9 NEC-Patientinnen ohne ESBL-Besiedelung
erhielten erst bei Diagnosestellung eine antibiotische Therapie, welche zwar nicht
gegen ESBL-Bildner sehr wohl aber gegen sensible Keime wirksam ist. Ein(e) Patientln
wurde bereits vor NEC-Diagnose antibiotisch behandelt, bei einem Kind liegen keine

Daten dazu vor.
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Morbidit&t:
BezUglich der Morbiditat, konnten keine stafistisch signifikanten Unterschiede

zwischen ESBL positiven und ESBL negativen NEC-Patientinnen beobachtet werden:

e 5von 7 NEC-Patientinnen mit positivem ESBL-Befund erhielten im Gegensatz zu
3 von 9 NEC-Patientinnen ohne ESBL-Befund einen zentralvendsen Katheter
(p=0,235), mit ESBL-Bildnern besiedelte im Median fur 10 Tage, ohne
Besiedelung im Median fUr 8 Tage.

e Alle (7 von 7) NEC-Patientinnen mit ESBL-Befund bendtigten invasive
Beatmung, im Gegensatz dazu nur 5 von den 9 NEC-Patientinnen ohne
Besiedelung (p=0,422).

e 5von 7 NEC-Patientinnen mit ESBL-Befund wurden zus&tzlich auch CPAP-
beatmet. Von den nicht mit ESBL-Bildnern besiedelten Patientinnen
bendtigten 5 von 9 CPAP-Beatmung.

e FEine chirurgische Intervention war bei 5 von 7 mit ESBL-Bildnern besiedelte
NEC-Patientinnen indiziert. Im Gegensatz dazu bendtigten 5 von 9 NEC-

Patientinnen ohne Besiedelung mit ESBL-Bildnern eine Operation (p=0,515).

Auch die laborchemischen Parameter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

unterschieden sich in den beiden Gruppen nicht signifikant:

ESBL keine ESBL
median range median range
Leukozyten 7600/ml 3550-9510/ml 11300/ml 1300-27700/ml
CRP 73,6 mg/L 10-126,2 mg/L 38 mg/L 0-207mg/L

Eine mit ESBL-Bildnern besiedelte NEC-Patientin verstarbb an der Erkrankung (s.o.).
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5. DISKUSSION

Die Ergebnisse der Studie legen nahe, dass eine intestinale Besiedelung mit ESBL-
bildenden Enterobakterien ein moglicher Risikofaktor fUr die Entwicklung einer

nekrotisierenden Enterokolitis ist.

43,8% (7 von 16) der NEC Patientinnen waren mit ESBL-Bildnern besiedelt, das sind
3.4% aller ESBL-besiedelten Kinder im Untersuchungszeitraum. Im Gegensatz dazu,
erkrankten nur 0,2% der nicht ESBL-besiedelten Kinder an NEC (p<0,001).

In der Literatur wurden bisher nur einzelne nosokomiale Ausbriche von ESBL-Bildnern
mit NEC assoziiert. Es wurde immer Klebsiella pneumoniae identifiziert, eine
Klonalitatsanalyse wurde nur in einer Studie durchgefihrt (2 Klone). In der Studie

dieser Diplomarbeit liegt ein anderes Bild vor:

Es konnten Uber einen Zeitraum von 5 2 Jahren bei den NEC-Patientinnen sowohl
verschiedene ESBL-bildende Sperzies (Klebisella pneumoniae und Klebsiella oxytoca)
entdeckt werden, als auch molekularbiologisch verschiedene Klone von Klebsiella

pneumoniae nachgewiesen werden.

Zudem scheint es, dass NEC-Erkrankungen mit Nachweis von ESBL-Bildnern eine
tendenziell hdhere Morbiditét und Mortalitédt aufweisen als NECs, wo kein ESBL-Bildner
beteiligt ist. Dies ist statistisch jedoch nicht signifikant — die GruppengréBen (7 bzw. 9

Falle) sind klein.

Die infektidse Komponente der NEC-Pathogenese ké&nnte einen groBeren Stellenwert
einnehmen, als bisher gezeigt wurde. Als Erkldrungsmodell hierfir werden folgende

Thesen vorgestellt:

1.) Bei Verdacht auf Infektion, welche sich primd&r oft nur unsperzifisch z.B. nur durch
klinische Verschlechterung (, Instabilitat”) zeigt, wird haufig eine empirische
antibiotische Therapie begonnen. Wahrend sensible Keime dadurch eliminiert
werden, werden ESBL-Bildner méglicherweise durch den Einsatz dieser Antibiotika
selektiert. Da die Besiedelung des Darms bereits einige Zeit vor dem Nachweis der
einzelnen Keime im Stuhl erfolgt, werden resistente Keime oft bis zur
mikrobiologischen Diagnose und einer evil. Therapieumstellung nicht (richtig)
behandelt. So erhielten 6 der NEC-Patientinnen mit ESBL-Besiedelung vor Auftreten

der NEC ein Cephalosporin und wurden erst nach definitiver Diagnose einer NEC auf
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eine gegen ESBL-Bildner wirksame Therapie mit einem Carbapenem umgestellt. Der
Leitfaktor erlaubt die Produktion von pathologischen Mengen an SCFAs, Gas und

Induktion einer Entzindungsreaktion durch Zytokine und LPS.

2.) Selbst auf die adéquate Therapie mit Carbapenemen kénnten ESBL-Bildner
moglicherweise ein schlechteres bzw. langsameres Ansprechen aufweisen, als
Enterobakterien ohne ESBL auf die Standardtherapie, was moglicherweise zum

Versagen der konservativen Therapie und zur vollen Ausprdgung von NEC fUhrt.

3.) Auf manchen Plasmiden, die ein ESBL-Gen tragen, liegt moglicherweise auch ein
bisher unbekannter Virulenzfaktor, der z.B. das Durchdringen der intestinalen Barriere
erleichtert. Zur Steigerung der Virulenz bei falscher Initialtherapie von Methicillin-
resistentem Staphylococcus aureus (MRSA) existieren bereits Theorien, eine
diesbezUgliche Studie vom Institut fOr Hygiene, Mikrobiologie und Umweltmedizin der
MUG ist bereits geplant. Analog ware eine Profung der Virulenz - Zunahme auch fir

ESBL-Bildner anzudenken.

5.1. EINFLUSSFAKTOREN

Da die NEC-Inzidenz an der Universit&tsklinik fOr Kinder- und Jugendheilkunde Grazim
internationalen Vergleich sehr gering ist, ist die Zahl der NEC-Fdlle in der Studie — frotz
des groBen untersuchten Kollektivs — allerdings recht klein, was die Aussagekraft

schmalert.

Mobglicherweise haben auch andere Faktoren Einfluss auf den Zusammenhang:

Da sowohl NEC als auch Besiedelung mit ESBL-Bildnern hauptsdchlich ein Problem
FrGhgeborener und unreifer Neugeborener (vgl. GA und GG) darstellen, kann dies
einen - statistisch gesehen - systematischen Fehler verursachen. Es ist daher notig,

den Zusammenhang zwischen NEC und ESBL-Bildnern ohne Einfluss der méglichen

Storvariablen GA und GG herzustellen.

FUr eine geplante Publikation wird zur Zeit vom Institut fUr Medizinische Statistik und
Informatik der MUG eine logistische Regression adjustiert nach GA und GG
gerechnet, um den Einfluss dieser beiden Variablen auf ein statistisches Minimum zu
verringern. Die korrekte DurchfUhrung dieser Berechnungen erfordert ein MaB3 an
statistischen Fertigkeiten, das sich anzueignen fur diese Diplomarbeit zu komplex

ware.
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5.2 ZUKUNFT

Der unkritische Einsatz von Antibiotikatherapie und -prophylaxe — im Fall der ESBL-
Bildner v.a. von Cephalosporinen —im humanmedizinischen und
veterin@rmedizinischen Bereich, muss in Zukunft deutlich eingeschrénkt werden, um

einen weiteren Anstieg multiresistenter Keime zu verhindern.

Bestatigt sich der in dieser Arbeit aufgezeigte Zusammenhang zwischen ESBL-
Besiedlung und Entwicklung einer NEC, ist — bei weiterem Anstieg ESBL-bildender

Keime - eine Zunahme der NEC-Inzidenz zu erwarten.
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