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1. Einleitung

“Every year, about 15 million babies are born prematurely — more than one in 10 of
all babies born around the world. All newborns are vulnerable, but preterm babies
are acutely so. Many require special care simply to remain alive. Newborn deaths —
those in the first month of life — account for 40 percent of all deaths among children
under five years of age.

Prematurity is the world’s single biggest cause of newborn death, and the second

leading cause of all child deaths, after pneumonia® (WHO, 2012)

Dieses Zitat des einstigen Generalsekretars der Vereinten Nationen Ban Ki-moon ist im
Hinblick auf die weiterhin hohe absolute Anzahl an Frihgeburten weltweit aktueller denn
je und verdeutlicht die immense Relevanz der Forschung im Fachgebiet der
Neonatologie.

Auch in Deutschland werden jahrlich rund 60.000 Kinder vor der Vollendung von 37
Schwangerschaftswochen (SSW) geboren und gelten somit als Friihgeborene (IQTIG,
2021).

Frihgeburtlichkeit birgt fir das Neugeborene diverse Risiken, denn sowohl Organe als
auch das Immunsystem sind noch nicht vollstandig ausgereift. Besonders im Hinblick
auf das noch ,unerfahrene“ Immunsystem von Frihgeborenen ist die Friiherkennung
von akuten Erkrankungen, wie akuten systemischen Infektionen, essenziell flr eine
erfolgreiche Therapie.

Eine der haufigsten Komplikationen unter Frihgeborenen stellt die bronchopulmonale
Dysplasie (BPD), eine chronische, potenziell reversible Lungenerkrankung, dar. Zur
Verhinderung von nicht-reversiblen pulmonalen Schaden ist die méglichst friihzeitige
Erkennung von Risikofaktoren fur die Entwicklung einer BPD und daraufhin Einleitung
einer Therapie unabdingbar.

Viele Forschungsprojekte zielen darauf ab, die Friherkennung von Erkrankungen bei
Frihgeborenen mit neuen Methoden zu verbessern. Es wurde die Hypothese aufgestellt,
dass volatile organische Substanzen (Volatile Organic Compounds, VOCs) zur
Frahdiagnose von schweren Erkrankungen bei Frihgeborenen genutzt werden kénnten
(Rogosch et al. 2014). Fur zahlreiche medizinische Fragestellungen wurde die
sogenannte ,elektronische Nase® (Cyranose 320) untersucht, da sie aufgrund sehr
einfacher Handhabung bettseitig verwendet werden kann. Bisher wurde der
medizinische Nutzen der Cyranose vielversprechend, beispielsweise in der Diagnostik
der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) bei erwachsenen Patienten,
untersucht (Hattesohl et al., 2011). An verschiedenen Bioproben von Friihgeborenen
wurde jedoch noch nicht ausreichend geforscht, obwohl die Cyranose auch in diesem

Fachgebiet ein groRes Potenzial bieten kdnnte.
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Aus diesem Grund beschaftigt sich die folgende Dissertation mit dem mdglichen
diagnostischen Nutzen der Cyranose in der Neonatologie. Hierbei soll das Potenzial der
Cyranose zur Diagnose schwerer Erkrankungen Frihgeborener, im Speziellen zur
Frihdiagnose akuter systemischer Infektionen sowie zur Pradiktion der BPD, untersucht

werden.

1.1 Friihgeborene

Ein ,Frihgeborenes” bezeichnet per definitionem ein Kind, das vor der Vollendung von
37 SSW geboren wurde. Dies betrifft weltweit jahrlich rund 15 Millionen Kinder, wobei
die Frihgeburtlichkeit per se in diesem Kollektiv die zweithaufigste Todesursache
darstellt (Perin et al., 2022). Diese Daten schwanken zwischen verschiedenen Landern
immens. So sind insbesondere sudasiatische Lander und das subsaharische Afrika von
einer hohen Rate an Fruhgeburten betroffen (Blencowe et al., 2012). In Deutschland
liegt die Frihgebursrate seit 2008 stabil um 8 % (IQTIG, 2021). Der weiterhin hohe Anteil
an Fruhgeburten in Deutschland lasst sich vor allem auf das steigende Alter der
Primiparae, medizinische Interventionen und auch auf die steigende Anzahl von
Kinderwunschbehandlungen  zurickfihren,  welche haufig in Mehrlings-
schwangerschaften resultieren (Friese et al., 2003). Von den in Deutschland geborenen
Frihgeborenen hatten in 2020 1,3 % ein Geburtsgewicht von < 1500 g und gelten somit
als very low birth weight (VLBW) infants. Mit einem Geburtsgewicht von < 1000 g galten
0,3-0,7 % sogar als extremely low birth weight (ELBW) infants. Mehr als die Halfte aller
neonatalen Todesfalle entspringen diesen beiden Gruppen, was die enorme Relevanz
der Verbesserung der klinischen Versorgung dieser Patientenpopulation unterstreicht
(1QTIG, 2021).

1.2 Immunsystem von Friihgeborenen

Die Entwicklung des menschlichen Immunsystems ist hochkomplex und beginnt bereits
in der frihen Embryonalperiode. Hamatopoetische Stammzellen differenzieren zunachst
in der Leber, ab dem 6. Entwicklungsmonat im Knochenmark, zu Immunzellen. Bereits
in der zweiten embryonalen Entwicklungswoche ist es moglich, hamatopoetische
Aktivitat in der Dottersackwand nachzuweisen (Zilow und Zilow, 1998). Das menschliche
Immunsystem setzt sich aus der angeborenen (unspezifischen) und der adaptiven

(spezifischen) Immunitat zusammen.



1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Unter dem angeborenen Immunsystem versteht man den phylogenetisch alteren Teil
des Immunsystems, dessen Aufgaben die sofortige, unspezifische Abwehr von Erregern
sowie die Aktivierung des adaptiven Immunsystems sind. Das angeborene
Immunsystem beinhaltet neben physikalischen sowie chemischen Barrieren, wie dem
Stratum corneum der Haut, Salzsdure und Enzymen im Magen und der mukoziliaren
Clearance im Respirationstrakt, auch einen zellularen sowie humoralen (l6slichen)
Anteil.

Die zellularen Anteile des angeborenen Immunsystems erkennen mit speziellen
Rezeptoren, sogenannten Pattern-Recognition-Receptors (PRR) kdrperfremde
Strukturen, welche als Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet
werden. Diese PAMPs konnen beispielsweise bakterielle DNA oder korperfremde
Lipopolysaccharide darstellen. Auch Teile zerstorter Korperzellen, die im Rahmen einer
Gewebeverletzung entstehen und als Damage-associated molecular patterns (DAMPs)

bezeichnet werden, kdbnnen mittels PRR erkannt werden (Tang et al., 2012).

Als erste Immunzellen des angeborenen Immunsystems gelangen neutrophile
Granulozyten zytokingesteuert an den Ort der Infektion. Sie adhéarieren an das
Gefalendothel und induzieren eine Auswanderung von Blut in das entziindete Gewebe.
Neutrophile Granulozyten sind in der Lage, Erreger durch Freisetzung von
Sauerstoffradikalen, genannt oxidativer Burst, zu bekdmpfen sowie die Erreger zu
phagozytieren. Unter Phagozytose versteht man das Aufnehmen von Pathogenen,
woraufhin diese innerhalb des Granulozyts durch Peptide sowie Enzyme verdaut
werden. Neben den neutrophilen Granulozyten existieren in geringerer Anzahl
eosinophile Granulozyten, welche hauptsachlich Parasiten bekdmpfen sowie basophile
Granulozyten, welche Histamin sowie Zytokine freisetzen (Burg und Phillinger, 2001;
Burn et al., 2021).

Nach Invasion der neutrophilen Granulozyten gelangen auch Monozyten Uber die
Blutbahn in das Gewebe und reifen dort zu Makrophagen. Diese werden ebenfalls durch
PAMPs, DAMPs und Zytokine aktiviert und sind zu Phagozytose und oxidativem Burst
fahig. Innerhalb der Phagozyten wird die Produktion von weiteren proinflammatorischen
Zytokinen durch Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Nuclear Factor kappa B) angeregt
(Barnes, 1997). Des Weiteren prasentieren Makrophagen, unter anderem gemeinsam
mit dendritischen Zellen, Antigene und tragen so zur Aktivierung des adaptiven

Immunsystems bei (Steinman, 2001; Sokol und Luster, 2015).

Zur Erkennung von entarteten und virusinfizierten Zellen tragen insbesondere Natural-
Killer-Cells (NK-Zellen) bei (Vivier et al., 2008).
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Der humorale Anteil des angeborenen Immunsystems beinhaltet Plasmaproteine, wie
das Komplementsystem sowie die Zytokine. Diese Bestandteile des angeborenen
Immunsystems gelangen, da sie frei im Plasma zirkulieren, passiv zum Ort einer
Infektion und haben neben proteolytischer Aktivitat auch die Funktion, Erreger fur die
Phagozytose durch Immunzellen zu ,markieren® (Opsonierung) sowie weitere
Immunzellen anzulocken und diese zu Wachstum, Ausreifung oder Teilung anzuregen
(Beutler, 2004).

1.2.2 Besonderheiten des angeborenen Immunsystems bei

Friihgeborenen

Die Herausforderungen fur das Immunsystem andern sich mit dem Zeitpunkt der Geburt
drastisch. Wahrend der fetalen Entwicklung ist ein hohes Mafl an Immuntoleranz wichtig,
um mutterliche Alloantigene zu tolerieren und eine gesunde Entwicklung und Wachstum
des Fetus zu erméglichen. Mit der Geburt wird das kindliche Immunsystem daraufhin mit

einer grolien Anzahl an Erregern und kérperfremden Stoffen konfrontiert.

Neutrophile Granulozyten sind bereits ab Ende des ersten Trimesters der
Schwangerschaft nachweisbar (Slayton et al., 1998). Nach Geburt ist die absolute
Anzahl an Neutrophilen im peripheren Blut in der Regel sowohl bei Friih-, als auch bei
Reifgeborenen erhdht (Schmutz et al., 2008). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
der Pool an Vorlauferzellen fur Granulozyten sowie Monozyten insbesondere bei
Frihgeborenen deutlich vermindert ist, so dass es bei einem hohen Verbrauch dieser
Immunzellen, zum Beispiel im Rahmen einer Infektion, zu einer raschen Erschépfung
des Pools mit daraufhin eintretender Neutropenie kommen kann (Christensen et al.,
1984; Christensen et al.,, 1986). Zudem bestehen in der Funktionalitdt grolde
Unterschiede zwischen Neutrophilen von Fruh- sowie Reifgeborenen. Je unreifer ein
Kind geboren wurde, desto eingeschrankter zeigt sich die Funktion der Neutrophilen. Die
Adhasion der Neutrophilen an die Gefallwand ist bei allen Neonaten eingeschrankt, es
konnte jedoch eine direkte Korrelation zwischen dem Gestationsalter und der Fahigkeit
zur Adhasion von Neutrophilen an die GefalRwand festgestellt werden. Bei
Fruhgeborenen, die vor Vollendung von 30 SSW geboren wurden, ist diese kaum
vorhanden (Nussbaum et al., 2013). Ein Grund fur die verminderte Adhasionsfahigkeit
der Neutrophilen bei Feten und Fruhgeborenen ist die vorherrschende Verstarkung des
immunsupprimierenden, nonkanonischen NF-kB Signalwegs und gleichzeitige
Suppression des proinflammatorischen kanonischen NF-kB Signalwegs. In fetalen
Neutrophilen konnte eine hohe Expression des antiiflammatorischen Enzyms A20
festgestellt werden, welches den kanonischen NF-kB Signalweg inhibiert (Rohwedder et
al., 2023).
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Die Phagozyten von Frih- sowie Reifgeborenen, insbesondere neutrophile
Granulozyten sowie Makrophagen, weisen des Weiteren eine verminderte Fahigkeit zur
Phagozytose auf (Falconer et al., 1995; Kéllman et al., 1998; Filias et al., 2011; Tissieres
et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass auch die Fahigkeit zum oxidativen Burst
als Reaktion auf bakterielle Stimuli in Neutrophilen von Frihgeborenen vermindert ist
(Bjorkqvist et al., 2004). Zudem ist auch die Funktionalitédt dendritischer Zellen, welche

fur die Antigenprasentation zustandig sind, eingeschrankt (Schdller et al., 2013).

1.2.3 Das adaptive Immunsystem

Die spezifische Immunreaktion des Koérpers ist eng mit der angeborenen Immunitat
verwoben und setzt sich aquivalent zu dieser aus einer zellularen, sowie einer humoralen
Komponente zusammen. Charakteristisch flr diesen Teil des Immunsystems ist die
Fahigkeit, sich gezielt gegen ein spezifisches Antigen zu richten und eine ggf.

lebenslange Immunitat gegen dieses zu bilden.

Als wichtigste Vertreter der zellvermittelten, spezifischen Immunantwort gelten T-
Lymphozyten. Sie werden bereits ab der zehnten SSW gebildet (Haynes und Heinly,
1995). Neben diversen weiteren Subpopulationen kann man T-Lymphozyten vereinfacht
in T-Helferzellen (Th, durch den CD4-Rezeptor gekennzeichnet), zytotoxische T-Zellen
(CTL, durch den CD8-Rezeptor gekennzeichnet) sowie regulatorische T-Zellen (Treg)

unterteilen.

Die T-Helferzellen kdnnen sich in Abhangigkeit des Zytokin-Milieus in verschiedene
Subtypen differenzieren, welchen unterschiedliche Aufgaben zukommen. Th1-
Lymphozyten produzieren u.A. IL-2, IFN-y und TNF-a, welche zur Aktivierung und
Differenzierung von Makrophagen beitragen und fur die Abwehr von intrazellularen
Erregern immens wichtig sind. Th2-Lymphozyten produzieren u.A. IL-4, IL-5 und IL-13
und regen uber diese B-Lymphozyten zur Produktion und Freisetzung von Antikdrpern
an. Th17-Lymphozyten setzen u.A. die proinflammatorischen IL-17 sowie IL-22 frei und
sind insbesondere bei chronischen Entzindungen und Autoimmunerkrankungen
beteiligt. Eine Besonderheit unter den T-Helferzellen stellen die regulatorischen T-Zellen
dar, welche die Aktivierung der Immunreaktion unterdriicken. Sie spielen daher eine
zentrale Rolle in der Limitierung einer Immunantwort sowie in der Selbsttoleranz (Collins
et al., 2018).

Die zytotoxischen T-Zellen sind in der Lage, entartete oder mit einem Erreger infizierte
Zellen zu erkennen, sowie deren Zelltod einzuleiten. Jede zytotoxische T-Zelle besitzt
hierfir einen einzigartigen, durch genetische Rekombination entstandenen T-Zell-

Rezeptor, welcher durch MHC-I-Proteine prasentierte Antigene erkennen kann. Diese
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MHC-I-Proteine befinden sich auf allen kernhaltigen Koérperzellen und dienen der
Prasentation von Fragmenten aus dem Zellinneren. Eine gesunde Korperzelle
prasentiert also mit Hilfe der MHC-I-Proteine korpereigene, bekannte Fragmente.
Kommt es durch eine Infektion oder eine Entartung der Zelle nun zu einer Prasentation
von nicht-kdrpereigenen oder mutierten Zellbestandteilen, konnen diese durch die T-
Zell-Rezeptoren erkannt und gebunden werden und es kommt zu einer Aktivierung der
zytotoxischen T-Zelle. Diese induziert einerseits die Apoptose, also den Zelltod, der
gebundenen Zielzelle und sorgt andererseits durch Ausschiittung von Zytokinen fiir eine
vermehrte Expression von MHC-I-Molekulen auf Nachbarzellen, um die Immunantwort

dort zu verstarken.

Die Grundlage fir die humorale Komponente des adaptiven Immunsystems bilden B-
Lymphozyten. Diese besitzen auf ihrer Membranoberflache B-Zell-Rezeptoren, welche
aquivalent der T-Zell-Rezeptoren durch genetische Rekombination entstanden sind und
genau ein spezifisches Antigen binden kdnnen. Im Gegensatz zum T-Zell-Rezeptor
bindet der B-Zell-Rezeptor jedoch direkt, ohne Prasentation durch MHC-I-Molekdle, an
I6sliche Proteine. Sobald die Bindung des Antigens und gleichzeitig eine Kostimulation
durch eine T-Helferzelle erfolgt, wandert der reife B-Lymphozyt zu Lymphknoten sowie
Milz und differenziert zur Plasmazelle, welche spezifische Antikorper fir das erkannte
Antigen produziert. Zunachst werden Immunglobuline der Klasse IgM gebildet, daraufhin
kann es auch zu einem Klassenwechsel der Antikorper, also Produktion von 1gG, IgA
und IgE sowie zur Bildung von Gedachtnis-B-Zellen kommen. Unter Gedachtnis-B-
Zellen versteht man spezialisierte B-Lymphozyten, welche bei erneutem Kontakt mit
einem Antigen sofort aktiv werden und Antikérper produzieren und gemeinsam mit
Gedachtnis-T-Zellen ein ,immunologisches Gedachtnis“ im Organismus bilden. Neben
dieser Aktivierung des B-Lymphozyts durch Kostimulation mit einer T-Helferzelle ist auch
eine T-Zell unabhangige Aktivierung moglich, welche jedoch weder Klassenwechsel der

Antikérper noch die Bildung einer Gedachtnis-B-Zelle ermdglicht.

1.24 Besonderheiten des adaptiven Immunsystems bei

Frithgeborenen

Das fetale und neonatale Immunsystem weist auch hinsichtlich der adaptiven
Immunreaktion diverse Unterschiede zu der eines Erwachsenen auf. Lange Zeit
herrschte die Auffassung vor, das Immunsystem von Neonaten sei noch ,unreif‘ und die
T-Lymphozyten noch nicht voll funktionsfahig. Jingste Forschungsergebnisse weisen
nun darauf hin, dass die Lymphozyten von Feten keine unreifen Versionen der adulten
Zellen sind, sondern fur die an sie gestellten Anforderungen im fetalen Umfeld Gberaus

geeignet sind (Rudd, 2020). In utero kommt der Fetus in der Regel nicht mit Pathogenen,
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jedoch regelmaRig mit miutterlichen Alloantigenen in  Kontakt. Um eine
AbstofRungsreaktion und damit einen Abort zu verhindern ist die Immuntoleranz wahrend
der fetalen Entwicklung also von besonderer Bedeutung (Guleria und Sayegh, 2007).
Dies fuhrt dazu, dass die Lymphozytenpopulation von Feten insbesondere Zellen
beinhaltet, die Entzindungsreaktionen eindammen und proinflammatorische Reize
unterdricken. Dies spiegelt sich in der Dominanz von regulatorischen T-Helferzellen
(Treg) wider, welche die Immunantwort begrenzen und bestehende
Entziindungsreaktionen beenden koénnen. Im Nabelschnurblut von Frihgeborenen
konnte ein im Vergleich zu Reifgeborenen oder Erwachsenen dreifach erhéhter Anteil
regulatorischer T-Zellen nachgewiesen werden (Michaelsson et al., 2006). Zudem ist es
existenziell, dass die proinflammatorische Reaktion herabgesetzt ist, was sich
insbesondere durch eine herabgesetzte Th1-Reaktion und ein Uberwiegen von Th2-
Lymphozyten aufRert (Levy, O., 2007; Romero et al., 2007; Hendricks und Fink, 2011).
Die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a und IFN-y sowie
Interleukin 12 sind herabgesetzt (Zaghouani et al., 2009). Dies tragt auch zu einer im
Vergleich zu adulten Zellen herabgesetzten Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen bei
(McCarron und Reen, 2010). Diese Besonderheiten sind wahrend der fetalen
Entwicklung Uberlebensnotwendig, bergen jedoch nach der Geburt aufgrund des
plétzlichen Wechsels zu einer mikrobenreichen Umgebung grof’e Herausforderungen
fur das kindliche Immunsystem. Aus dieser Uberlegung heraus entwickelte sich bereits
1992 die Hypothese des ,Uberlappenden Immunsystems® (layered immune system).
Dieses beschreibt die Entwicklung des Immunsystems in utero von einem durch
Immuntoleranz, also tolerogene Zellen, dominierten System zu einem auf die
Immunabwehr spezialisierten System, das immunogene Zellen hervorbringt
(Herzenberg et al., 1992). Wahrend des dritten Trimenons der Schwangerschaft, ca. ab
24 SSW, kommt es zu einer Uberlappung dieser beiden Gegensétze. Es ist denkbar,
dass sich diese Uberlappung bei jedem Individuum unterschiedlich schnell vollzieht, ein
Frihgeborenes beispielsweise einen hoheren Anteil an noch tolerogenen Zellen hat, ein
anderes bereits einen héheren Anteil von immunogenen Zellen (Burt, 2013). Auch bei
Reifgeborenen zeigt sich zunachst die Tendenz, weniger proinflammatorische Zytokine
zu produzieren, die Th1-Antwort ist noch in den ersten ein bis zwei Lebensjahren des
Kindes herabgesetzt und erreicht erst dann das Niveau eines Erwachsenen
(MacGillivray und Kollmann, 2014).

Neben den beschriebenen fetalen sowie neonatalen T-Lymphozyten sind auch B-
Lymphozyten Teil der zellvermittelten adaptiven Immunitat. Die neonatale B-Zell-
Population unterscheidet sich deutlich von der eines Erwachsenen. Aufgrund des
fehlenden Antigenkontakts sind Gedachtnis-B-Zellen bei Feten und Neugeborenen

kaum vorhanden und die vorhandenen B-Lymphozyten vorherrschend naiv (Morbach et
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al., 2010; Duchamp et al., 2014). Auch funktionell gibt es Unterschiede zu den adulten
B-Lymphozyten, beispielsweise hinsichtlich der eingeschrankten Fahigkeit zur
Antigenprasentation, zum Klassenwechsel wahrend der Antikdrperproduktion sowie der
noch eingeschrankten Signallbertragung tGber den B-Zell-Rezeptor (Muthukkumar et al.,
2000; Basha et al., 2014; Glaesener et al., 2018).

Zusammenfassend ist die eigenstandige Antikdrperproduktion bei Feten und Neonaten
noch eingeschrankt und die humorale Abwehr ist auf den mutterlichen Austausch zur
Bildung eines ,Nestschutzes” angewiesen. Der aktive transplazentare Transport von
mutterlichen Antikérpern zum Fetus beginnt bereits nach 12 SSW, findet jedoch
grofitenteils erst innerhalb des dritten Trimenons statt (Simister, 2003; Alberts et al.,
2011). Dies verdeutlicht, warum die humorale Abwehr bei sehr kleinen Friihgeborenen
Defizite aufweist. Zudem sind lediglich IgG in der Lage, die Plazentaschranke in
signifkanter Menge zu Uberwinden. Es wird angenommen, dass fiir diese Transzytose
spezielle 1gG Fc-Rezeptoren verantwortlich sind, welche insbesondere im dritten
Trimenon der Schwangerschaft exprimiert werden (Palmeira et al., 2012). Nach der
Geburt induziert der Kontakt zu fremden Antigenen dann die eigene
Antikérperproduktion bei Neonaten. Bemerkenswert ist, dass das eingeschrankte
Repertoire der Immunglobuline vom IgA-Typ sowohl bei Frih-, als auch bei
Reifgeborenen identisch ist und sich im Laufe der Entwicklung dem adulten und

spezifischeren IgA-Repertoire annahert (Rogosch et al., 2012).

1.3 Akute systemische Infektionen bei Fruhgeborenen

Jedes Jahr sterben weltweit 1,4 Millionen Neugeborene an Infektionserkrankungen
(Meem et al., 2011). Unter den sehr kleinen Frihgeborenen in Deutschland stellen die
schweren  akuten systemischen Infektionen und die aus ihnen resultierenden
Organdysfunktionen den Hauptgrund fur Morbiditat und Mortalitédt dar (Kdstlin-Gille et
al., 2021). Dies ist unter anderem darauf zurickzufuhren, dass das Immunsystem von
Frihgeborenen haufig noch nicht in der Lage ist, Krankheitserreger adaquat zu
bekdmpfen. Zudem ist die Symptomatik einer akuten systemischen Infektion bei
Frihgeborenen in der Regel unspezifisch oder tritt erst zu einem spaten Zeitpunkt der
Infektion auf, so dass die Diagnosestellung und Einleitung einer Therapie haufig
verzdgert erfolgen. Dies erméglicht die rasche Progredienz von akuten systemischen
Infektionen zu einer Sepsis bei Frihgeborenen (Zemlin, 2015; AWMF, 2021).

Unter einer Sepsis versteht man definitionsgemal eine potenziell lebensbedrohliche
Infektion, bei welcher Erreger in den Blutkreislauf gelangen und eine dysregulierte

Immunreaktion zu Organdysfunktionen fihrt (Baltimore, 2003; Singer et al., 2016). Die
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Neugeborenensepsis wird in der Literatur haufig in eine Frih- und eine Spatform,

genannt Early- und Late-Onset Sepsis, eingeteilt.

Die Early-Onset Sepsis bezeichnet die Frihform der neonatalen Sepsis, welche
innerhalb der ersten 72 Lebensstunden des Neugeborenen auftritt. Eine spater
auftretende neonatale Sepsis wird als Late-Onset Sepsis bezeichnet. Allerdings existiert
aullerhalb des deutschsprachigen Raumes auch eine Differenzierung zwischen Early-
und Late-Onset Sepsis, die einen Infektionsbeginn von sieben Tagen postnatal als
Grenze definiert. Eine Early-Onset Sepsis entsteht durch eine bereits vor oder eine
wahrend der Geburt von der Mutter auf das Kind Ubertragene Infektion. Daher umfasst
das Erregerspektrum dieser Sepsis-Form besonders Erreger der miutterlichen
Anogenitalregion. Ein Amnioninfektionssyndrom, also eine Infektion von Fruchthdhle,
Eihauten, Plazenta sowie ggf. des Fetus, kann zudem auch der Ausléser einer
Frihgeburt sein. Das klassische Erregerspektrum einer Early-Onset Sepsis bei sehr
kleinen Frihgeborenen umfasst mit einem Anteil von 58,2 % aller Erreger besonders
gramnegative Bakterien. Diese werden durch E.coli dominiert, welches in 33,4 % aller
frihen Sepsis-Falle nachgewiesen werden kann. Insgesamt 34,3 % aller frihen Sepsen
werden durch grampositive Erreger verursacht, in 18,2 % der Infektionen werden hierbei
Gruppe-B-Streptokokken nachgewiesen (Hornik et al., 2012; Kdstlin-Gille et al., 2021).
Besonders bemerkenswert ist, dass die Early-Onset Sepsis mit einer Inzidenz von 1,5 %
uberdurchschnittlich haufig bei sehr kleinen Frihgeborenen auftritt, wohingegen die
Inzidenz fir alle Lebendgeborenen an einer Early-Onset Sepsis zu erkranken lediglich
bei 0,08 % liegt (Weston et al., 2011; Wynn et al., 2013).

Die spate Form der neonatalen Sepsis, auch Late-Onset Sepsis genannt, ist 10-mal
haufiger als die frihe Form und wird definiert als eine Infektion, die mehr als 72 Stunden
nach der Geburt des Kindes auftritt (Kostlin-Gille et al., 2021; NICE, 2021). Bei den Late-
Onset Sepsen spielen sowohl von der Mutter Ubertragene, als auch nosokomiale, also
wahrend des stationaren Aufenthalts erworbene, Infektionen eine Rolle. Besonders
Kinder, die invasiver MalRnahmen, wie eines zentralen Venenkatheters, einer
parenteralen Ernahrung oder einer Intubation bedurfen, sind durch eine Late-Onset
Sepsis gefahrdet (Bizarro et al.,, 2005). Insgesamt erkranken 10-30 % aller
Frihgeborenen an einer Late-Onset Sepsis (Fleiss et al., 2021; Késtlin-Gille et al., 2021).
Im Gegensatz zu den Early-Onset Sepsen sind bei der Late-Onset Sepsis von
Fruhgeborenen in 60-70 % der Falle grampositive Erreger, insbesondere
koagulasenegative Staphylokokken, die Ausldser der Infektion (Hornik et al., 2012;
Testoni et al.,, 2014; Kostlin-Gille et al., 2021). Nichtsdestoweniger sind aber auch
Staphylokokkus aureus und Enterokokken mit 13 % und 9 %, sowie Gruppe-B-

Streptokokken mit 7 %, von grofer Bedeutung. Gramnegative Erreger der Late-Onset
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Sepsen sind seltener und werden mit 7 % durch E.coli dominiert (Muller-Pebody et al.,
2011).

Zur erfolgreichen Therapie von akuten systemischen Infektionen und Verhinderung der
Ausbildung eines septischen Zustands ist, insbesondere bei Frihgeborenen, die frihe

Diagnose von grof3er Bedeutung.

1.4 Diagnose einer akuten systemischen Infektion bei Frithgeborenen

Um eine akute systemische Infektion bei einem Fruhgeborenen zu diagnostizieren
existieren aktuell verschiedene invasive und nicht-invasive Methoden. Diese
entsprechen den Kriterien und Methoden zur Diagnose einer Sepsis, also einer
schweren systemischen Infektion mit einhergehenden Organdysfunktionen, weshalb

diese hier naher erlautert werden sollen.

Um nationale Vergleichsdaten zu erhalten, wurden im Januar 2017 die Neo-KISS-
Kriterien (Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System) des Nationalen
Referenzzentrums fir Surveillance von nosokomialen Infektionen (NRZ) etabliert. Diese
sind eine Alternative zu den SIRS-Kriterien (Systemic Inflammatory Response
Syndrome) des CDC (Center of Disease Control, Atlanta, USA). Da ein Erreger in der
Blutkultur bei héchstens 20 % aller Sepsen nachgewiesen werden kann, muss zwischen
einer klassischen Sepsis mit mikrobiologischem Korrelat sowie einer klinischen Sepsis
differenziert werden. Die klinische Sepsis beinhaltet keinen Erregernachweis, prasentiert
sich jedoch mit klinischen Hinweisen auf eine vorliegende Infektion (NRZ, 2017; DGPI,
2018). In Anlehnung an die Neo-KISS-Kriterien fir nosokomiale Infektionen zeigt

Abbildung 1 die aktuell gultigen Diagnosekriterien fir eine neonatale Sepsis.
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Neonatale Sepsis nach Neo-KISS-Kriterien

mindestens zwei klinische Kriterien erflllt:

e Temperatur > 38,0 °C oder < 36,5 °C, Temperaturinstabilitat, zentral-periphere
Temperaturdifferenz > 2,0 °C

o Atemstérungen (Apnoen) fir > 20 Sekunden, erhdhter Sauerstoffbedarf

(Intubation)

Tachykardie > 200 /min, neu oder vermehrt aufgetretene Bradykardie < 80 /min

Rekapillarisierungszeit > 2 Sekunden oder blasses Hautkolorit

metabolische Azidose mit BE <—10,0 mmol/I

neu aufgetretene Hyperglykamie > 140 mg/dl

laborchemische Zeichen (CRP, Interleukin-6 oder -8 erhoht laut laboreigenen

Referenzwerten), |/T-Quotient > 0,2 (unreife neutrophile Granulozyten/

Gesamtzahl neutrophile Granulozyten)

e instabiler Allgemeinzustand, Apathie

plus

-fur die Diagnose klinische Sepsis:

alle Kriterien:

e behandelnder Arzt beginnt antimikrobielle Therapie flr Sepsis und fihrt diese fur
mindestens 5 Tage fort

o keine offensichtliche andere Infektion nachweisbar

e keine Blutkultur entnommen oder kein Erreger/ Antigen nachgewiesen (oder
einmaliger Nachweis von Koagulase-negativen Staphylokokken, CoNS)

-fUr die Diagnose Sepsis mit Erregernachweis (keine CoNS):

e |solation von Erreger aus Blut oder Liquor, der kein CoNS ist (keine
Verwandtschaft zu Erreger einer Infektion an anderer Stelle)

-fur die Diagnose mikrobiologisch bestatigte Sepsis mit CoNS:

alleiniger Nachweis von CoNS aus dem Blut
plus einem weiteren Kriterium:

CRP, Interleukin-6 oder -8 erhoht (laboreigene Referenzwerte)
[/T-Quotient > 0,2

Leukozyten < 5 /nl (ohne Erythroblasten)

Thrombozyten < 100 /nl

Abbildung 1, Neo-KISS-Kriterien einer Sepsis durch nosokomiale Infektion, modifiziert
nach (Ussat et al., 2015, NRZ, 2017, AWMF, 2021)
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Zunachst kann bereits die geburtshilfliche Anamnese auf eine erhohte Infektionsgefahr
des Kindes oder eine bereits bestehende Infektion hinweisen. Die aktuelle AWMF-
Leitlinie zahlt zu diesen Hinweisen nicht nur eine unklare Frihgeburt, sondern auch alle
Anzeichen eines Amnioninfektionssyndroms der Mutter. Zu diesen Anzeichen zahlen
beispielweise ein vorzeitiger Blasensprung, vorzeitige Wehen oder Hinweise auf eine
bestehende Infektion der Mutter, wie Fieber wahrend der Geburt oder erhohte
laborchemische Infektionsmarker. Das Fehlen dieser Indikatoren gilt aber nicht als
Ausschluss fir eine intrauterine Infektion des Fetus (Puopolo et al., 2011; AWMF, 2021).
Neben diesen anamnestischen Hinweisen auf eine potenzielle Infektion eines Kindes
sind, wie in Abbildung 1 ersichtlich, besonders die klinischen Symptome der
Frihgeborenen bedeutend. Diese sind jedoch haufig unspezifisch und treten neben
bakteriellen Infektionen auch bei anderen Erkrankungen des Friihgeborenen auf. Als
klinische Hinweise auf eine Infektion des Frihgeborenen gelten beispielsweise
Stérungen der Atmung, wie Apnoe oder Dyspnoe. Auch Kreislaufstérungen, welche
durch eine verlangerte Rekapillarisierungszeit, arterielle Hypotonie oder Tachykardie
auffallig werden kénnen, kdnnen unspezifisch auf eine Infektion hinweisen. Zudem
gelten auch Veranderungen des Hautkolorits wie Blasse oder marmorierte Haut als
Hinweise auf eine solche (Ussat et al., 2015; AWMF, 2021). Weitere klinische
Warnsignale bezlglich des Vorliegens einer Infektion bilden unter anderem eine
Trinkschwache, Temperaturinstabilitat, Berthrungsempfindlichkeit, Lethargie,
Muskelhypotonie- oder hypertonie, ein gebldhtes Abdomen mit Erbrechen oder
Magenentleerungsstérung, Obstipation oder Diarrhd, sowie unklare Hyper- oder

Hypoglykdmien (Roos et al., 2010).

Um das Vorliegen einer Infektion nachzuweisen, ist neben der korperlichen
Untersuchung des Frihgeborenen auch die laborchemische Untersuchung von
Blutproben von Relevanz. Das Ziel dieser invasiven Methodik ist herauszuarbeiten,
welche der unspezifisch klinisch symptomatischen Kinder auch wirklich einer
antimikrobiellen Therapie bedurfen (AWMF, 2021). Bei Verdacht auf eine neonatale
Infektion sollten ein Differentialblutbild inklusive eines |/T-Quotienten, sowie die

Interleukine 6 oder 8 und das CRP bestimmt werden.

Als friher Marker fir eine bestehende Infektion gilt der Quotient zwischen unreifen
(immature) und der Anzahl aller (total) Granulozyten im Differentialblutbild. Eine
Verschiebung in diesem als I/T-Quotient bezeichnetem Quotienten spiegelt wider, wie
viele unreife Zellen aus dem Knochenmark des Patienten ausgeschwemmt werden.
Hierbei bezeichnet eine Linksverschiebung eine verstarkte Freisetzung von unreifen
Granulozyten aus dem Knochenmark. Das Verhaltnis von stabkernigen, also unreifen,

und segmentkernigen, reifen Granulozyten variiert stark, da es abhangig von den jeweils
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genutzten Kriterien zur morphologischen Differenzierung beider Zellpopulationen ist. In
der aktuellen AWMF-Leitlinie zu bakteriellen Infektionen bei Neugeborenen wird ein
Grenzwert des I/T-Quotienten von < 0,25 angegeben. Liegt der Quotient unterhalb von
0,25 ist eine Infektion unwahrscheinlich (AWMF, 2021). Mit einer Sensitivitat fur den
Nachweis einer Infektion von < 20,0 — 90,0 % ist die diagnostische Wertigkeit dieses
Laborparameters jedoch eingeschrankt (Schelonka et al., 1995; Segel und Halterman,
2008). Zudem haben neben den Infektionen auch viele nicht-infektiése Trigger einen
Einfluss auf den I/T-Quotienten. So kann beispielweise bereits eine Ubermafig lange
Geburtseinleitung mit Oxytocin zu einem erhdhten I/T-Quotienten fihren (Shah und
Padbury, 2014).

Die absolute Leukozytenzahl unterliegt innerhalb der ersten Lebenstage eines
Neugeborenen groflen Schwankungen. Im Rahmen eines erhdhten Verbrauchs von
Immunzellen, beispielsweise durch eine systemische Infektion, kann es insbesondere
bei Frihgeborenen zu einer raschen Erschopfung des Pools an Vorlauferzellen mit
darauffolgender Leukopenie kommen. Eine Infektion kann daher weder anhand einer
regelrechten, noch anhand einer zu niedrigen Leukozytenzahl ausgeschlossen werden
(Forestier et al., 1991; Walka et al., 1998; Zemlin, 2015).

Sowohl das CRP, als auch die Interleukine zahlt man zu den Akute-Phase-Proteinen.
Unter diesen versteht man Proteine, die im Rahmen einer Gewebsschadigung, wie einer
Infektion und Entzindungsreaktion, vermehrt gebildet werden und in die Blutbahn
gelangen. Diese sind unspezifisch und kénnen beispielweise auch durch ein Trauma,
wie eine Operation oder die Geburt als solche, erhéht sein (Marchini et al., 2000).
Nichtsdestoweniger kénnen diese Parameter einen wichtigen Hinweis auf das

tatsachliche Bestehen einer Infektion bieten.

Insbesondere in den frihen Phasen einer Infektion eignet sich das CRP nur
eingeschrankt als Infektionsmarker, da es etwa zehn bis zwdIf Stunden bendtigt, um
signifikant anzusteigen und bei Friihgeborenen lediglich in geringen Mengen produziert
wird (Mathers und Pohlandt, 1987; Hofer et al., 2012; Shah und Padbury, 2014). Somit
kann eine Infektion in den ersten Stunden nicht anhand eines negativen CRP
ausgeschlossen werden. Dies bedeutet jedoch auch, dass ein bereits initial erhOhtes
CRP bei einem Frihgeborenen mit klinischen Infektionszeichen mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf eine Infektion hinweist (AWMF, 2021). Das CRP hat
insbesondere in der Verlaufsbeurteilung von Infektionen bei Frihgeborenen einen
Stellenwert. Auf Grund seiner Halbwertszeit von 24-48 Stunden kann es beispielsweise
daflr genutzt werden, den Erfolg einer Antibiotikatherapie zu verfolgen und eine solche
zu beenden (Mathers und Pohlandt, 1987; NICE, 2021).
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Als Frihmarker einer neonatalen Infektion eignen sich besonders die Zytokine, unter
diesen die Interleukine 6 und 8 (IL-6, IL-8). Diese zeichnen sich durch einen frihzeitigen
Anstieg nach Infektionsbeginn aus. Haufig zeigt sich ein Anstieg der Interleukine bereits
vor der Entwicklung einer klinischen Symptomatik (Shah und Padbury, 2014). Die
Serumkonzentration von IL-6 und IL-8 ist bei Neugeborenen mit einer Infektion
signifikant erhoht (Berner et al., 1998; Boskabadi et al., 2013; Cortés et al., 2021). Nach
24 - 48 Stunden erreichen sie ihr Maximum und fallen zligig wieder ab. |hr Potenzial als
Marker zur Friherkennung von Infektionen bei Frihgeborenen wird zudem dadurch
vergroRert, dass groRe Anteile der neonatalen T-Zellen IL-8 freisetzen, was im
Gegensatz zu der bereits erwahnten verringerten CRP-Produktion bei Friihgeborenen
ein grofRer Vorteil ist (Gibbons et al., 2014). Die Serumkonzentration von IL-8 spiegelt
aullerdem die Schwere der Infektion wider (Shah und Padbury, 2014).

Die hochste Sensitivitat und Spezifitdt im Rahmen der laborchemischen Diagnose einer
akuten systemischen Infektion bei Frihgeborenen bietet momentan eine Kombination
aus dem CRP sowie den Interleukinen 6 oder 8 (Franz et al., 1999; Dgliner et al., 2001;
Franz et al. 2001; Laborada et al., 2003; Franz et al., 2004; Tessema et al., 2020).

Neben den beschriebenen Laborwerten sollten bei einem Verdacht auf eine akute
systemische Infektion eine Blut- und gegebenenfalls Liquorkultur angelegt werden,
wobei das Ergebnis dieser Untersuchungen haufig erst Tage spéater vorliegt (Mohrmann
et al., 2006). Dennoch wird diese Methodik in der Neonatologie gegentber
Antigennachweisen sowie molekulargenetischen Methoden bevorzugt, da sie den
direkten Nachweis eines Erregers samt Antibiogramm und somit eine gezielte Therapie
ermoglicht. Nach Empfehlung der NICE-Guideline soll die Beurteilung einer Blutkultur
nach 36(-48) Stunden erfolgen, um die antibiotische Therapie in Abhangigkeit von der

klinischen Situation des Friihgeborenen frihzeitig beenden zu kénnen (NICE, 2021).

Zusammenfassend existieren variable Methoden zur Diagnose einer akuten
systemischen Infektion bei Frihgeborenen. Diese umfassen klinische Kriterien, die
haufig unspezifisch sind oder erst im spateren Verlauf der Erkrankung auftreten, sowie
Blutentnahmen. Diese Blutentnahmen konnen jedoch zu einem erheblichen Blutverlust
sowie aufgrund ihrer Invasivitat zu einer Stressreaktion bei den Neonaten fuhren (Hefl3
et al., 2010; Valentine und Bateman, 2012). Es ist bekannt, dass besonders wiederholte
Stress- und Schmerzsituationen mit einer verzégerten kognitiven und motorischen
Entwicklung der Frihgeborenen assoziiert sind (Vinall und Grunau, 2014). Im Hinblick
auf eben diese Vulnerabilitdt von Frihgeborenen ist das Interesse an der Etablierung

einer nicht-invasiven Methode zur frihzeitigen Detektion von Infektionen grol3.
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1.5 Bronchopulmonale Dysplasie

Neben akuten systemischen Infektionen stellen auch chronische Erkrankungen ein
grolies Risiko fur Friihgeborene dar. Zu diesen chronischen Erkrankungen zahlt die
bronchopulmonale Dysplasie (BPD), eine chronische pulmonale Erkrankung, welche in
Europa 10-25 % aller sehr kleinen Frihgeborenen betrifft (Ehrenkranz et al., 2005;
Bancalari und Claure, 2006; Gortner et al., 2011). Da die Entwicklung einer BPD stark
mit der Unreife der Frihgeborenen assoziiert ist, betrifft sie hauptsachlich Frihgeborene,
welche vor Vollendung von 28 SSW geboren wurden. Das Auftreten einer BPD bei
Frihgeborenen, welche nach > 32 SSW geboren wurden, stellt heutzutage eine Raritat
dar (Walsh et al, 2004; AWMF, 2009; Gortner et al., 2011).

Die Genese der BPD ist multifaktoriell. Im Zentrum der Pathogenese stehen die durch

eine Frihgeburt bedingte anatomische und funktionelle Unreife der Lunge.

1.5.1 Einfluss einer Friihgeburt auf die anatomische Reife der Lunge

Um den Einfluss der anatomischen Reife der Lunge auf die Entwicklung einer BPD
nachvollziehen zu koénnen, ist das Verstindnis der embryonalen und fetalen
Lungenentwicklung unumganglich. Diese besteht aus funf Stadien. Das erste Stadium,
auch ,embryonales Stadium® genannt, verlauft von 4-7 SSW und beginnt mit der
Ausbildung einer Rille im Sulcus laryngotrachealis, aus dessen kaudalem Pol sich eine
Knospe, die eigentliche Lungenanlage, bildet. Aus dieser Knospe teilen sich die beiden
Hauptbronchien und es kommt im anschliefenden Verlauf zur weiteren Teilung dieser
Hauptbronchien zu Lappen- und Segmentbronchien. Zudem bilden sich in der
embryonalen Phase auch die Nerven und Ganglien der Lunge, sowie die glatte
Muskulatur. Die daraufhin folgende Phase von 7-17 SSW wird als ,pseudoglandulare
Phase” bezeichnet und dient der Anlegung der weiteren luftleitenden Wege bis hin zu
den Bronchioli terminales. Zudem kommt es zur Differenzierung von Epithelzellen zu
Bronchialmuskulatur, Knorpel, Driisen und Gefalen. In der ,kanalikularen Phase®,
welche mit 17 SSW beginnt, tritt eine Aufzweigung der Bronchioli terminales Uber
Bronchioli respiratorii zu Canaliculi ein. Diese bilden die spateren Ductus alveolares und
zeigen bereits jetzt vereinzelte primitive Sacculi. Durch Vaskularisierung der Sacculi
entstehen primare Alveolen. Entscheidend fir die Bildung der spateren Blut-Luft-Barriere
ist neben der Kapillareinsprossung die Differenzierung der Epithelzellen zu
Pneumozyten Typ 1 und Typ 2. Die Typ 1 Pneumozyten bilden hierbei die Auskleidung
der Alveolen, wohingegen die Typ 2 Pneumozyten mit der Produktion des Surfactant
beginnen. Diese Prozesse bilden die Grundlage fiir die Uberlebensfahigkeit eines Fetus
nach Vollendung von 24 SSW. Von 24 bis hin zu 36 SSW findet in der ,terminalen“ oder

»Sakkularen Phase* die Bildung von Sacculi alveolares und einer zunehmenden Anzahl
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von Alveolen statt. Aulerdem kommt es durch die Pneumozyten Typ 2 zur weiteren
Bildung von Surfactant. Dieses Stadium der Lungenentwicklung zeichnet sich demnach
durch eine immense Verbesserung der Voraussetzungen fur den Gasautausch aus. Das
,#Alveolarstadium®, welches bis ins Kindesalter von 8-10 Jahren andauert, zeichnet sich
durch eine stetige Neubildung und Differenzierung von Alveolen aus (Schinke et al.,
2009; Rivera et al., 2016). Die folgende Abbildung 2 veranschaulicht die beschriebenen

Phasen der pulmonalen Entwicklung.
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Abbildung 2, Die Phasen der pulmonalen Entwicklung, modifiziert nach (Rivera et al.,
2016)

Wird dieser empfindliche Prozess der pulmonalen Reifung bereits in der spaten
kanalikuldaren bzw. der darauffolgenden sakkuldren Phase durch eine Frihgeburt
unterbrochen, kommt es zu einer verzdgerten pulmonalen Entwicklung. Diese spielt im

Folgenden eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der BPD.

1.5.2 Einfluss einer Friihgeburt auf die biochemische Reife der Lunge

Neben der anatomischen Unreife ist auch die biochemische Unreife der Lunge
Frihgeborener wesentliche Voraussetzung fiir die Entwicklung einer BPD. Besonders
kennzeichnet die Lunge Frihgeborener ein Mangel an Surfactant, einem ab ca. 24 SSW
von Pneumozyten Typ 2 zunehmend produzierten Oberflachenagens, welches fur die
Entfaltung der Sacculi und Alveolen durch Reduktion der Oberflachenspannung immens
wichtig ist. Noch bis zu 34 SSW wird Surfactant jedoch in mehr oder weniger
unzureichender Menge produziert (Avery und Mead, 1959; Whitsett et al., 2015). Die

Einfuhrung der Surfactanttherapie Ende der 1990er Jahre stellte einen Meilenstein in der
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Neonatologie dar. Die Inzidenz der BPD sank nach Einfliihrung der Surfactanttherapie
zwar nicht wesentlich, dies ist jedoch auch darauf zurickzufuhren, dass mit dem Einsatz
von Surfactant noch unreifere Kinder Gberlebten, die per se ein héheres Risiko haben,
an einer BPD zu erkranken (Bancalari und del Moral, 2001; Herting, 2013). Neben dem
Mangel an Surfactant spielen die noch nicht in ausreichender Menge vorhandenen
Faktoren wie Vitamin A zur Epithelregeneration sowie noch unreife intrazellulare
Enzyme zur Sauerstoffdetoxifikation eine Rolle in der Pathogenese der BPD (AWMF,
2009).

1.5.3 Die persistierende Inflammationsreaktion fiihrt zur BPD

Unter der Grundvoraussetzung der anatomisch und funktionell noch unreifen Lunge
Frihgeborener konnen sowohl pra-, intra-, als auch postnatal einwirkende Noxen eine
Inflammationsreaktion der Lunge verursachen. Die Reparaturmechanismen der noch
unreifen Lunge sind haufig noch nicht ausreichend, um insbesondere repetetiven
Verletzungen adaquat begegnen zu kénnen (Thébaud et al., 2019). Bereits eine in utero
auftretende Chorioamnionitis kann der Beginn einer persistierenden pulmonalen
Entzindung des Fruhgeborenen sein (Yoon et al., 1997). Insbesondere postnatal
einwirkende Noxen wie Infektionen sowie im Rahmen der bendtigten
intensivmedizinischen Betreuung auftretende Baro- und Volutraumata sowie die
Sauerstofftoxizitdt im Rahmen einer Beatmung beginstigen dabei eine lokale Imbalance
von pro- sowie antiinflammatorischen Einflussfaktoren (Bancalari et al., 2003; Speer,
2009; Lal und Ambalavanan, 2015). In einer Vielzahl von Studien an Friihgeborenen,
welche im Verlauf an einer BPD erkrankten, konnten neben einer erhohten Anzahl an
Neutrophilen  sowie = Makrophagen auch erhéhte  Konzentrationen  von
proinflammatorischen Zytokinen, unter ihnen beispielsweise IL-6, IL-8 sowie TNF-q,
nachgewiesen werden (Todd et al., 1998; Speer, 2006). Gleichermallen konnten
verringerte Konzentrationen von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 sowie von
fur die weitere pulmonale Entwicklung benétigten Wachstumsfaktoren festgestellt
werden (Bhatt et al., 2001; Speer, 2006; Popova et al., 2014). Die persistierende
Inflammationsreaktion verzogert die weitere Lungenentwicklung durch eine Stérung der
pulmonalen Kapillarisierung und Alveolarisierung, einer veranderten
Parenchymdifferenzierung und einer Verringerung der Gasaustauschflache und spielt
daher eine Schlusselrolle in der Pathogenese der BPD (Groneck et al., 1994; Coalson,
2006; Speer, 2006; Mourani et al., 2015). Auch genetische Faktoren sowie ein
persistierender Ductus arteriosus konnten mit der Entwicklung einer BPD in

Zusammenhang gebracht werden (Rojas et al., 1995).
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1.5.4 Die alte und neue Form der BPD

Da sich das Krankheitsbild der BPD aufgrund der verbesserten medizinischen
Versorgung in den letzten Jahrzehnten stark verandert hat, wird heutzutage zwischen
der urspringlich 1967 beschriebenen ,alten BPD“ und der heute beobachteten ,neuen
BPD* differenziert (Northway et al., 1967; Speer, 2006; Baraldi und Filippone, 2007).

Im Rahmen der sog. alten BPD erkrankten auch aus heutiger Sicht maRig unreife
Frihgeborene. Die damals bei Atemnotsyndrom im Rahmen der maschinellen
Beatmung eingesetzten hohen Beatmungsdriicke sowie Sauerstoffkonzentrationen
verursachten eine erhebliche Entziindungsreaktion, starke Gewebeschaden mit lokaler
Uberblahung und resultierten in einem fibrotischen Umbau der Lunge (Northway et al.,
1967; Bonikos et al., 1976; Taghizadeh und Reynolds, 1976; AWMF, 2009).

Durch die Etablierung der Lungenreifeinduktion, der Surfactant-Gabe und der neuen
Erkenntnisse Uber verbesserte Beatmungsregimes wurde die Therapie des
Atemnotsyndroms und damit die Pravention der ,alten BPD® in den 1980er und 1990er
Jahren maligeblich revolutioniert (Modanlou et al., 1996; Roberts und Dalziel, 2006;
Gupta et al., 2009). Die Schadigung durch schwere Beatmungstraumata nahm ab und
die ,alte BPD" verlor an Haufigkeit. Gleichermallen flhrte der medizinische Fortschritt in
der Neonatologie dazu, dass sich durch verbesserte Uberlebenswahrscheinlichkeiten
von Fruhgeborenen ein neues Patientenkollektiv der sehr kleinen Frahgeborenen
erdffnete, welches neue Herausforderungen und unter ihnen eine neue Form der BPD
barg (Baraldi und Filippone, 2007; Younge et al., 2017). Diese neue Form der BPD
zeichnet sich insbesondere durch eine Unterbrechung und Verzégerung der pulmonalen
Alveolarisierung und Kapillarisierung bis hin zu einem Arrest der Lungenentwicklung in
einem sehr friihen Entwicklungsstadium aus (Husain et al., 1998; Jobe, 1999; Speer,
2006; Thébaud, 2019).

1.6 Diagnose einer bronchopulmonalen Dysplasie

Die im Jahr 2000 erarbeiteten NIH-Konsensuskriterien (National Institute of Health) sind
der aktuelle Standard fir die Diagnose einer BPD (Jobe und Bancalari, 2001;
Ehrenkranz et al., 2005). Diese nutzen den zusatzlichen Sauerstoffbedarf eines Kindes
als Marker fur das Vorliegen einer BPD. Wenn ein Frihgeborenes einen zusatzlichen
Sauerstoffbedarf von > 21 % (FiO2 > 21 %) Uber mehr als 28 Tage bendtigt, liegt nach

diesen Kriterien eine BPD vor.

Die Schweregradeinteilung erfolgt zu einem spateren Zeitpunkt je nach Gestationsalter
des Kindes. Bei Frihgeborenen, die vor Vollendung von 32 SSW geboren wurden,

erfolgt die Schweregradeinteilung im Alter von 36 Wochen p.m. oder bei Entlassung, je
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nachdem, was zuerst eintritt. Bei Kindern, die nach Vollendung von 32 SSW geboren
wurden, erfolgt die Einteilung der Schwere der BPD am 56. Lebenstag oder am
Entlassungstag des Kindes aus der stationaren Behandlung, ebenfalls je nachdem,

welcher Fall zuerst eintritt.

Fur beide Patientenpopulationen gilt, dass der Schweregrad der BPD anhand der zu
diesem Zeitpunkt bendtigten inspiratorischen Sauerstofffraktion (FiO2) bestimmt wird.
Es werden drei Schweregrade, die ,milde“, ,moderate® und ,schwere* BPD,
unterschieden. Wird zum Zeitpunkt der Schweregradeinteilung kein zusatzlicher
Sauerstoff mehr bendtigt, spricht man von einer ,milden BPD*. Eine ,moderate BPD*
zeichnet sich durch eine noch benétigte FiO2 von 22-29 % aus, wahrend man von einer
,Sschweren BPD* ab einer bendétigten Sauerstofffraktion von > 30 % und/ oder einer
kiinstlichen Atemunterstitzung spricht (AWMF, 2009).

Die Diagnose einer BPD anhand der NIH-Kriterien erfolgt demnach retrospektiv und erst
spat im Verlauf der Erkrankung. Aktuelle Studien empfehlen daher die individuelle
Einschatzung von Risikofaktoren eines jeden Frihgeborenen fir die spatere
Entwicklung einer BPD. So sollen Fruhgeborene identifiziert werden, die einer
frihzeitigen Therapie bedirfen, auch wenn zu diesem Zeitpunkt noch keine Diagnose
einer BPD gestellt werden kann (Trembath und Laughon, 2012). Eine valide Mdglichkeit
zur Pradiktion einer BPD besteht jedoch momentan nicht (Onland et al., 2013). Aus
diesem Grund waére ein diagnostisches Tool zur Pradiktion der BPD von grof3em

medizinischem Interesse.

1.7 Elektronische Nase

Ein potenzielles neues Instrument zur Diagnostik von Erkrankungen stellt die
elektronische Nase, auch ,Cyranose” genannt, dar. Diese besitzt die Fahigkeit, mit Hilfe
von Biopolymersensoren volatile, flichtige Substanzen (VOCs, volatile organic
compounds) in der Gasphase Uber einer Bioprobe zu detektieren. Anhand dieser
erfassten Substanzen ist es mdglich, sogenannte ,Smellprints® zu ermitteln, welche einer

Art Fingerabdruck der jeweiligen Probe entsprechen (Koczulla et al., 2010).

Die erste Cyranose wurde im Jahr 1982 von Persaud und Odd an der University of
Warwick als Nachbau des menschlichen Riechsystems entwickelt. Initial lag das
Einsatzgebiet der Cyranose in diversen Industriezweigen, wie der Lebensmittel- oder
Automobilindustrie (Hofmann, 2000; Kalman et al., 2002). Als ihr moégliches Potenzial
auch im medizinischen Sektor erkannt wurde, wurden diverse Patientengruppen mit Hilfe
der Cyranose untersucht. Insbesondere anhand von Ausatemluft und Atemluftkondensat

konnte das Potenzial der Cyranose bereits mehrfach bestatigt werden. Mittels
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Smellprints der Ausatemluft konnte beispielweise zwischen erwachsenen Patienten mit
stabiler und exazerbierter COPD differenziert werden. In diesem Zusammenhang war
auch die Unterscheidung zwischen einer akuten Exazerbation mit und ohne bakterielle
oder virale Infektion der Luftwege moglich (Shafiek et al., 2015; Van Geffen et al., 2016).
Auch konnte zwischen Proben von gesunden Probanden und Patienten mit COPD und
Alpha-1-Antitrypsin-Mangel differenziert werden (Koczulla et al., 2009). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass die Ausatemluft geeignet ist, um verschiedene
Entziindungsphanotypen des Asthma (eosinophil, neutrophil oder paucigranulozytar)

mittels Cyranose voneinander zu unterscheiden (Plaza et al., 2015).

Grundsatzlich eignen sich fir die Untersuchung mittels Cyranose alle Bioproben, die in
gasférmiger Form vorliegen oder durch Erwarmung in eine gasférmige Phase Gbergehen
kénnen. Besonders die Untersuchung von Koérperausscheidungen, die routinemalig
nicht-invasiv. gewonnen werden konnen, bietet eine grolRe Chance fir die
Weiterentwicklung dieser medizinischen Diagnostik. Zu diesen potenziellen Bioproben
zahlen beispielsweise der Urin, der Stuhl, der Speichel und das Trachealaspirat, die im
Rahmen der vorliegenden Studie untersucht wurden. Es konnten bereits einige
Untersuchungen dieser Bioproben von Erwachsenen und auch padiatrischen Patienten
durchgefuhrt werden, welche vielversprechende Ergebnisse lieferten und Anlass fur
weitere Untersuchungen mittels Cyranose gaben. So konnte nachgewiesen werden,
dass Harnwegsinfekte bei erwachsenen Patienten anhand des Smellprints des Urins
mittels Cyranose detektiert werden kénnen (Kodogiannis und Wadge, 2005). De Meij et
al. konnten zudem zeigen, dass anhand der Smellprints von Stuhlproben signifikant
zwischen Frihgeborenen die eine nekrotisierende Enterokolitis (NEC) entwickeln und
Frihgeborenen ohne NEC unterschieden werden kann (De Meij et al.,, 2015). Des
Weiteren wurde festgestellt, dass mit Hilfe einer Cyranose zwischen Proben von Kindern
mit und ohne chronisch entziindliche Darmerkrankung unterschieden werden kann (De
Meij et al., 2014).

Rogosch et al. konnten Hinweise darauf finden, dass es mdglich ist, systemische
bakterielle Infektionen anhand von Trachealaspiratproben Frihgeborener zu
detektieren. Auch die Pradiktion der BPD anhand von Smellprints des Trachealaspirats
wurde im Rahmen dieser Studie untersucht und lieferte vielversprechende Ergebnisse,
weitere Bioproben wurden jedoch nicht untersucht (Rogosch et al., 2014; Herrmann,
2019).

Insgesamt zeigte sich, dass sowohl Ausatemluft-, als auch Urin-, Stuhl- und
Trachealaspiratproben grundsatzlich geeignet sind, um als Bioproben fiir die Messung

mittels Cyranose zu fungieren und diverse Krankheitsbilder zu untersuchen. Dies wurde



26

jedoch noch nicht ausreichend an unterschiedlichen Bioproben von Frihgeborenen

untersucht.

1.8 Zielsetzung und Fragestellung

Zu den besonders haufig auftretenden Erkrankungen im Rahmen einer Frihgeburt
zahlen die akuten systemischen Infektionen sowie die BPD (Stoll et al., 2015; Bell et al.,
2022). Aktuell existiert kein geeignetes Diagnostikinstrument zur zuverlassigen und
nicht-invasiven Diagnose von akuten systemischen Infektionen. Auch fehlt ein
Diagnostikinstrument zur Pradiktion der BPD. Im Rahmen dieser Dissertation sollte
daher ermittelt werden, ob mittels Cyranose zwischen Bioproben von Frithgeborenen mit
und ohne akuter systemischer Infektion differenziert werden kann. Zudem sollte
untersucht werden, ob mit Hilfe der Cyranose zwischen Fruhgeborenen ohne BPD und
Frihgeborenen, welche im Verlauf die Diagnose BPD erhielten, unterschieden werden
kann. Ein weiteres Ziel war zu ermitteln, welche Bioproben fiir diese Fragestellungen

verwendet werden konnen.
Konkrete Fragestellungen, die in dieser Arbeit beantwortet werden sollen, sind:

1. Ist es mit Hilfe der Cyranose mdglich, zwischen Proben von Friihgeborenen mit und

ohne akuter systemischer Infektion zu differenzieren?

2. Ist es mittels Cyranose moglich, zwischen Proben von Frihgeborenen, die im weiteren
Verlauf eine BPD entwickeln und Frihgeborenen, die keine BPD entwickeln, zu

unterscheiden?

3. Ist eine solche potenzielle Unterscheidung anhand von Urin-, Stuhl-, Speichel- und/

oder Trachealaspiratproben gleichermaflien mdglich?
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2. Patienten, Methoden und Material
2.1 Patienten

Die Auswahl der an dieser Studie teilnehmenden Frihgeborenen erfolgte unter

Berticksichtigung von folgenden festen Ein- und Ausschlusskriterien.

In diese Studie wurden Friihgeborene eingeschlossen, die folgende Kriterien erfiillten:
1) Geburt vor der Vollendung von 32 SSW und/ oder Geburtsgewicht < 1500 g
2) vorliegendes Einverstandnis der Sorgeberechtigten

Als Ausschlusskriterium fir diese Studie galt:
1) primar palliativer Therapieansatz

2) kein vorliegendes Einverstandnis der Sorgeberechtigten

2.2 Ethische Aspekte

Vor Beginn der Untersuchungen fur diese Dissertation lag ein schriftliches
Einverstandnis der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat
Marburg vor. Die Sorgeberechtigten der Friihgeborenen wurden vor Einschluss der
Kinder in die Studie ausfihrlich aufgeklart und ebenfalls um ihre schriftliche Zustimmung

gebeten.

Wie aus den anliegenden SOPs (Standard Operating Procedures) ersichtlich ist, wurden
alle Proben nicht-invasiv oder hinsichtlich Trachealaspirat aus rein klinischer Indikation
heraus entnommen (siehe Kapitel 2.5 Probengewinnung). Demnach kam es zu keinem
Zeitpunkt zu einer zusatzlichen Belastung eines der Frihgeborenen durch das

Forschungsprojekt.

2.3 Erhebung klinischer Daten

Um die Smellprints mit der klinischen Situation der Kinder korrelieren zu kdbnnen, wurden
angelehnt an die Vorgangerstudie dieser Arbeit folgende Parameter erhoben und

dokumentiert (Rogosch et al., 2014; Herrmann, 2019).
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2.3.1 Erhobene Parameter

Basisdaten:
e Geburtsdatum
o Gestationsalter bei Geburt (in Tagen p.m.)
e Geschlecht
e Geburtsgewicht (in Gramm)
e Zeitpunkt der Erstintubation (Datum, Uhrzeit)
¢ Reintubationen (Anzahl, Datum, Uhrzeit)
e Dauer der invasiven Beatmung (in Tagen)
e Dauer der nicht-invasiven Beatmung (in Tagen)
o Dauer zusatzlicher O2-Zufuhr (in Tagen)
e Vorhandensein einer BPD nach NIH-Kriterien

e Schweregrad der BPD nach NIH-Kriterien

Bei Probenentnahme erfasste Daten:
o Differentialblutbild
e Laborchemische Entzindungsparameter CRP (in mg/l), IL-8 (in ng/l)
e Korpertemperatur, rektal gemessen (in Grad Celsius)
e Korpergewicht (in Gramm)
e Atmung (keine Atemhilfe, nicht-invasive Beatmung, invasive Beatmung)
¢ Inspiratorische Sauerstofffraktion (in Prozent)

¢ Antibiotische Therapie

2.3.2 Gruppeneinteilung

Die Patienten und ihre Proben wurden anhand der mit ihnen korrelierten klinischen
Daten in Gruppen eingeteilt. Hierbei betrachtete Krankheitsbilder, nach denen die
Proben der Frihgeborenen eingeteilt wurden, waren die akute systemische Infektion und

die im Verlauf diagnostizierte BPD.
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2.3.2.1 Gruppeneinteilung hinsichtlich akuter systemischer Infektion

Die in Kapitel 1.4 beschriebenen Neo-KISS-Kriterien zur Diagnose einer Infektion sind
fur den klinischen Alltag sehr wichtig, um zu identifizieren, welche Kinder eine
antibiotische Therapie bendtigen. Aus der aktuellen AWMPF-Leitlinie zum Thema
.Bakterielle Infektionen bei Neugeborenen® geht jedoch hervor, dass die Sensitivitat der
klinischen Anzeichen einer Infektion bei Frihgeborenen gering ist (AWMF, 2021). Im
Rahmen der hier vorliegenden Forschungsarbeit stand die mit einer Infektion
verbundene Entzindungsreaktion im Vordergrund, weshalb sich fir einen
laborchemischen Nachweis einer Entziindungsreaktion entschieden wurde. Nach den
laboreigenen Referenzwerten wurden ein CRP > 10 mg/l und/ oder ein IL-8 > 63 ng/l als
sicheres Zeichen einer akuten systemischen Infektion des Frihgeborenen zum
Zeitpunkt der Probenentnahme gedeutet. Es wurden die Blutwerte des der
Probenentnahme am nachsten liegenden Tages Zugrunde gelegt. Um eine
Beeinflussung der gemessenen Smellprints durch eventuell zum Zeitpunkt der
Probengewinnung eingenommene Antibiotika zu berucksichtigen, wurde zwischen vier
verschiedenen Gruppen von Kindern differenziert (siehe Tabelle 1). Die Gruppe inf" abx
umfasst Proben, welche noch vor Beginn der antibiotischen Therapie gesammelt
wurden, jedoch schon eine Infektion des Friihgeborenen bestand. Des Weiteren wurden
Proben wahrend einer Antibiotikatherapie gewonnen, da der klinische Verdacht auf eine

Infektion bestand, dieser bestatigte sich jedoch retrospektiv nicht (Gruppe inf abx™).

Tabelle 1 Gruppeneinteilung der Friihgeborenen im Hinblick auf das Vorliegen einer

akuten systemischen Infektion sowie einer antibiotischen Therapie

Akute systemische | Antibiotika-
Gruppe . .
Infektion therapie
inf abx® nein ja
inf" abx* ja ja
inf abx’ nein nein
inf* abx’ ja nein
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2.3.2.2 Gruppeneinteilung hinsichtlich bronchopulmonaler Dysplasie

Die Diagnose einer BPD erfolgte anhand der NIH-Konsensuskriterien. Es wurde
zunachst eine Einteilung der Proben je nach Vorliegen einer BPD (BPD) oder keiner
BPD (no BPD) bei dem jeweiligen Frihgeborenen vorgenommen. Zudem wurde der
Zeitpunkt der Probenentnahme bericksichtigt und die Proben in solche aus dem friihen,
mittleren und spaten Krankheitsverlauf unterteilt. Fr die Untersuchung einer méglichen
Pradiktion der BPD wurden Proben aus den ersten 14 Lebenstagen der Frihgeborenen
verwendet und als fruh im Krankheitsverlauf entnommene Proben gewertet (BPD 1, no
BPD 1). Anhand der NIH-Kriterien ist die Diagnose einer BPD erst nach 28 Lebenstagen
mdglich, weshalb hier die Grenze zwischen den mittleren und spaten Proben gezogen
wurde. Alle Proben, die zwischen dem 15. und 27. Lebenstag des Frihgeborenen
gewonnen wurden, werden im Folgenden als Proben im mittleren Krankheitsverlauf
gewertet (BPD 2, no BPD 2). Als spat im Krankheitsverlauf gewonnene Proben wurden
somit Proben bezeichnet, die ab dem 28. Lebenstag des Fruhgeborenen gewonnen
wurden (BPD 3, no BPD 3). Insgesamt wurde also zwischen sechs verschiedenen

Gruppen differenziert (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2 Gruppeneinteilung der Friihgeborenen im Hinblick auf die Entwicklung einer

BPD und den Zeitpunkt der Probenentnahme

Zeitpunkt der
Probenentnahme

(in Tagen nach

Gruppe Geburt) BPD im Verlauf
no BPD 1 1-14 nein

no BPD 2 15-27 nein

no BPD 3 =28 nein

BPD 1 1-14 ja

BPD 2 15-27 ja

BPD 3 228 ja
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2.4 Materialien

Zur Gewinnung der Bioproben sowie Untersuchung mittels Cyranose wurden die in der
folgenden Tabelle 3 genannten Materialien, Gerate und Software verwendet.

Tabelle 3 Liste der verwendeten Materialien, Geréte und Software

Materialien, Gerate und Software

Hersteller

Trachea-Sekretprobenset

B. Braun, Melsungen, D

Absaugkatheter

B. Braun, Melsungen, D

Reaktionsgefaflt 1,5 ml

Sarstedt, Nimbrecht, D

Pipettenspitzen Tip One, diverse Grofen

StarLab, Ahrensburg, D

Pipetten, diverse Grollen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Cyranose 320-C

Smiths Detection Group Ltd., Watford,
UK

PC Nose 6.9

Cyrano Sciences Inc. Smiths Detection,
Watford, UK

GnuPlot Version 5.0

Dice Holdings Inc., NYC, USA

AccuBlock TM digital drybath

Labnet Int., Woodbridge, USA

Druckluft DIN 12021

Linde, Pullach, D

Probenrohrchen 15 ml

Greiner Bio-One GmbH, D

NaCl B. Braun, Melsungen, D

Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg, D

Vortexer Heidolph Instruments, Schwabach, D
Waage Ohaus Corporation, Parsippany, USA

Stuhlrohrchen

Sarstedt, Nimbrecht, D

Urinrohrchen

Sarstedt, Nimbrecht, D

Stieltupfer

NOBA Verbandsmittel Danz GmbH u.
Co., D

selbstklebende
Urinbeutel

B. Braun, Melsungen, D
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2.5 Probengewinnung

Wie in Tabelle 4 dargestellt wurden nach einem festen Zeitplan montags
Speichelproben, sowie donnerstags Urin- und Stuhlproben gesammelt. War an diesem
Wochentag keine Probengewinnung maoglich, erfolgte ein erneuter Versuch an den
folgenden drei Tagen. Bei klinischer Indikation zum endotrachealen Absaugen, bei
Erstintubation sowie kurz vor der Extubation eines Frihgeborenen wurde

Trachealaspirat gewonnen.

Tabelle 4 Zeitplan zur Probengewinnung je nach Bioprobe

Bioprobe Zeitpunkt der Probengewinnung

jeden Donnerstag sechs Wochen
Urin postnatal oder bis zum Tag der

Entlassung

jeden Donnerstag sechs Wochen
Stuhl postnatal oder bis zum Tag der

Entlassung

. jeden Montag sechs Wochen postnatal
Speichel _
oder bis zum Tag der Entlassung

bei klinischer Indikation zum
Trachealaspirat
endotrachealen Absaugen

Die Probengewinnung erfolgte auf der Neugeborenen-Intensivstation und auf der
neonatologischen Station 042 des Universitatsklinikums Marburg. Die Entnahme des
Trachealaspirats erfolgte nach dem bereits publizierten standardisierten Vorgehen
(SOPs siehe Anhang) (Rogosch et al., 2014; Herrmann, 2019). Far Speichel, Urin und
Stuhl wurden standardisierte Methoden zur Probengewinnung im Rahmen dieser Studie
neu etabliert (SOPs siehe Anhang).

Vor dem Beginn der Probesammelphase erhielt das Pflegepersonal eine Schulung zur
korrekten Probenentnahme. Zudem wurden die SOPs ausgehandigt, um
sicherzustellen, dass die Proben immer mit gleicher Methodik gewonnen werden

wdurden.

Nach der Entnahme wurden die Proben mit Patientennamen, Datum und Uhrzeit der

Probengewinnung beschriftet und im stationseigenen Kihlschrank bei 4 °C gelagert.
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Daraufhin erfolgte eine tagliche Uberflihrung der Proben in das Labor der AG

Neonatologie und padiatrische Immunologie, wo die weitere Verarbeitung erfolgte.

2.5.1 Gewinnung von Urin

Aus einem selbstklebenden Urinbeutel wurden 2 ml Urin entnommen und in ein
Probenréhrchen gegeben, welches bis zur weiteren Verarbeitung bei 4 °C gelagert
wurde. Daraufhin wurden jeweils 0,5 ml Urin in Reaktionsgefalie aliquotiert und
bei -20 °C gelagert (SOP siehe Anhang).

2.5.2 Gewinnung von Stuhl

Wenn mdglich, wurden donnerstags Stuhlproben gewonnen. Wenn dies nicht gelang,
wurde eine Probe im Verlauf der folgenden drei Tagen gesammelt. Die Stuhlproben
wurden mit Hilfe eines Spatels direkt aus der Windel des Frihgeborenen entnommen
und bis zur weiteren Verarbeitung bei 4 °C gelagert. AnschlieRend wurden jeweils 0,2 g
Stuhl in Reaktionsgefalie gegeben. Zur Herstellung einer flissigen Phase wurden 0,1
ml NaCl 0,9 % Lésung hinzugegeben. Dieses Probengemisch wurde fur 3 Sekunden in
einer Minizentrifuge zentrifugiert, fur 5 Sekunden mittels Vortexer vermischt und
daraufhin bei -20 °C gelagert (SOP siehe Anhang).

2.5.3 Gewinnung von Speichel

War der Allgemeinzustand eines Fruhgeborenen schlecht oder erfolgte aktuell eine
invasive Beatmung, so konnten zu diesem Zeitpunkt keine Speichelproben gewonnen
werden. Die Speichelproben der Frihgeborenen wurden vor der Nahrungsaufnahme
entnommen, um eine Kontaminierung der Proben mit Milch bestmdglich zu vermeiden.
Hierfur wurde ein Stieltupfer fir 10 Minuten in eine Wangentasche des Kindes eingeflhrt.
Danach wurde dieser Tupfer in ein 15 ml Probenréhrchen Uberfiihrt und bis zur weiteren
Verarbeitung bei 4 °C gelagert. Zum Extrahieren des Speichels aus dem Stieltupfer
wurde dieser in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® mit abgetrenntem Boden eingebracht,
welches wiederum in ein 15 ml Probenrdhrchen dberfuhrt wurde. Dieses wurde dann bei
23 °C und 4000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert. Der extrahierte Speichel wurde
daraufhin in einem Reaktionsgefal} bei -20 °C gelagert (SOP siehe Anhang).

2.5.4 Gewinnung von Trachealaspirat

Das Trachealaspirat wurde zum Zeitpunkt der Intubation, kurz vor der Extubation sowie

bei jedem weiteren Absaugen des Tubus aufgrund klinischer Hinweise auf einen
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Sekretverhalt gewonnen. In Zeiten mit Spontanatmung konnte daher kein

Trachealaspirat gesammelt werden.

Zunachst wurde die Lange des Tubus zur Sicherstellung der korrekten Einfuhrtiefe am
Absaugkatheter markiert, sowie eine Sekretfalle in den Absaugschlauch eingefugt.
Daraufhin wurden 0,5 ml NaCl 0,9 % steril in einer 2 ml Spritze aufgezogen und nach
Dekonntektieren des Beatmungsschlauches vom Tubus in den Tubus gegeben. Mittels
Rekonnektion des Beatmungsschlauches oder eines Beatmungsbeutels wurden zwei
Atemziige gegeben. Es folgte ein erneutes Dekonnektieren des Beatmungsschlauches
oder Beatmungsbeutels. Der Absaugkatheter wurde bis zur Markierung in den Tubus
eingefuhrt. Unverziglich erfolgte das Absaugen des Sekrets. Nach Rekonnektieren des
Beatmungsschlauches erfolgte die Sicherstellung einer adaquaten Beatmung mittels
Auskultation und Palpation. Im Falle eines weiterhin bestehenden Sekretverhalts wurde
der beschriebene Vorgang wiederholt. Die so gewonnenen Trachealaspiratproben
wurden zunachst bei 4 °C gelagert. Anschliefend wurden jeweils 0,5 ml Trachealaspirat
in Reaktionsgefalle gegeben und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert (SOP

siehe Anhang).

2.6 Die elektronische Nase ,,Cyranose 320“

Die elektronische Nase ,Cyranose 320“ beinhaltet ein Messsystem, welches Uber 32
chemische Sensoren, sogenannte ,Biopolymersensoren® oder ,Chemoresistoren®,
verfugt. Diese sind in der Lage, fliichtige volatile Substanzen in der Gasphase Uber einer
Probe wahrzunehmen. Die 32 Sensoren bestehen aus unterschiedlichen Polymeren und
verfigen deshalb Gber individuelle chemische Eigenschaften, was zu unterschiedlichen
Reaktionen bei Konktakt mit chemischen Substanzen fihrt. Beim Kontakt eines
Polymers mit einem Analyten fungiert die Polymeroberflache dhnlich wie ein Schwamm.
In Abhangigkeit von den chemischen Eigenschaften des Polymers wird die
vorbeistrdomende Substanz unterschiedlich stark aufgenommen. Das System der
Cyranose basiert auf einer durch die Aufnahme des Analyten messbaren Veranderung
des elektrischen Widerstandes der Sensoren vor und nach der Exposition mit dem
volatilen Detergenz. Die maximale positive oder negative Anderung des Widerstandes,
die als ,Delta Rmax“ bezeichnet wird, wird von jedem der 32 Sensoren an das System
ubermittelt. Das individuelle Muster dieser Messwerte ist die Grundlage fur die Erstellung

eines ,Smellprints“ aus einer Probe.
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2.6.1 Durchfiihrung der Messung

Die untersuchten Proben beinhalteten jeweils ein Biosample, demnach bestand eine
Probe entweder aus 0,2 g Stuhl mit 0,1 ml NaCl-Lésung, aus 0,5 ml Urin, aus 0,5 ml
Trachealaspirat oder je nach vorhandener Speichelmenge aus bis zu 0,5 ml Speichel.
Sie wurden vor Beginn der eigentlichen Messung in einem Reaktionsgefall mit Hilfe
eines Heizblockes auf 37 °C, ahnlich der menschlichen Kérpertemperatur, erwarmt.
Zeitgleich erfolgte ein zweimaliger ,Identify Run“ der Cyranose zur Anpassung an die
Umgebungsluft im Labor. Hierbei wurde ein konstantes Gasvolumen aus der
Umgebungsluft, jedoch ohne Probe, angesaugt. Nach Abschluss dieser Vorbereitungen
wurden die Proben nacheinander in ihren Reaktionsgefallen mit 0,5 cm Abstand fir je
eine Minute unter der Cyranose positioniert, durch welche in dieser Zeit ein konstantes
Gasvolumen angesaugt wurde. Die Smellprints fur die jeweiligen Proben wurden durch
das Programm PC Nose 6.9 (Cyrano Sciences Inc. Smiths Detection, Watford, UK)
aufgezeichnet und gespeichert. Durch das Ansaugen von Druckluft ohne Biosample

wurde die Cyranose zwischen zwei Messungen fur jeweils 60 Sekunden gereinigt.

2.7 Statistische Auswerteverfahren

Zur statistischen Auswertung der mittels Cyranose gemessenen Proben wurde das
Statistikprogramm R 3.0.2 (Prozess und Statistik, Dormagen, Deutschland) genutzt. Es
erfolgte aquivalent der Vorgangerstudie eine lineare Diskriminanzanalyse (Rogosch et
al., 2014; Herrmann, 2019). Dies beschreibt eine Methode der Statistik, die der
Untersuchung von Gruppenunterschieden dient. Zwei oder mehr Gruppen kdnnen
hierbei hinsichtlich der Unterschiedlichkeit ihrer jeweiligen Merkmale untersucht werden.
Je kleiner die Streuung der Merkmale innerhalb einer Gruppe und je grofRer die Streuung
der Merkmale zwischen den verschiedenen Gruppen, desto genauer kann daraufhin
eine Klassifizierung neuer Werte in die jeweilige Gruppe erfolgen (Backhaus et al.,
2018). Mittels linearer Diskriminanzanalyse wurden die Mahalanobisdistanz (MHD),
sowie der Kreuzvalidierungswert (CVV) ermittelt. Die in dieser Arbeit verwendete MHD
ist ein Distanzmall und gibt wieder, wie grol3 die Verwandtschaft zwischen zwei
miteinander verglichenen Gruppen ist. Als signifikant wurde in dieser Auswertung eine
MHD von > 1,96 angenommen. Der CVV wurde mittels k-facher Kreuzvalidierung
errechnet, wobei k fur das Produkt der GruppengroéRe steht. Als signifikant wurde ein
CVV von > 70 % angesehen, was bedeutet, dass eine Zuordnung zu der korrekten
Gruppe in mehr als 70 % gelingt. Gleichzeitig bedeutet dies, dass die Treffsicherheit fr
eine korrekte Zurdnung der Proben bei einem CVV von anndhernd 50 % der
Ratewahrscheinlichkeit entsprache. Dieser Wert ist abhéngig von der Anzahl der

verglichenen Proben (Koczulla et al., 2011; Rogosch et al., 2014).
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Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms GnuPlot
Version 5.0 (Dice Holdings Inc., NYC, USA). Aufgrund technischer Limitationen konnten
die Punktwolken, die im 32-dimensionalen Raum berechnet wurden, nur auf eine
zweidimensionale Darstellung projiziert werden und nicht - wie in &hnlichen Analysen
haufig praktiziert - auf eine dreidimensionale Darstellung. Der Blickwinkel der
zweidimensionalen Grafiken konnte nicht verandert werden, so dass sich auch deutlich
auseinander liegende Punktwolken in der zweidimensionalen Darstellung tberlagern
konnten, wenn sie in der Blickachse nicht abwichen. Beim Vergleich zweier Grafiken
muss auch beachtet werden, dass die Skalierungen der Abbildungen den jeweiligen
Extremen einer Gruppe entsprechen. Die Untersuchungsergebnisse sollten daher stets
unter Berlcksichtigung der rechnerisch ermittelten Werte (Mahalanobisdistanz und
Kreuzvalidierungswert) erfolgen. Aufgrund der dargelegten Limitationen wurden im
Folgenden nicht alle statistischen Ergebnisse durch Abbildungen dargestellt, sondern je

Bioprobe die Abbildung mit der grofiten Aussagekraft ausgewahlt.

Konkret wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit eine lineare Diskriminanzanalyse
von Proben, welche in einem Zeitraum einer akuten systemischen Infektion gewonnen
wurden (inf+) mit Proben, welche in einem Zeitraum ohne akute systemische Infektion
gewonnen wurden (inf-), durchgefihrt. Um eine Beeinflussung der ermittelten
Ergebnisse durch eventuell zum Zeitpunkt der Probengewinnung bereits injizierte
Antibiotika zu vermeiden, erfolgte die Diskriminanzanalyse von allen Proben (inf+ vs.
inf-) und separat eine Analyse von den Proben, die ohne zeitgleiche antibiotische

Therapie gewonnen wurden (inf+abx- vs. inf-abx-).

Um festzustellen, ob sich die Smellprints von Frihgeborenen generell im Verlauf der
Entwicklung, unabhangig von der Entwicklung einer BPD, verandern, wurden zunédchst
die frih und spat im Verlauf gewonnenen Proben von Frihgeborenen ohne BPD
statistisch miteinander verglichen (no BPD 1 und no BPD 3). Zudem wurden die frihen
und spaten Proben von Kindern, die im Verlauf eine BPD entwickelten, miteinander
verglichen (BPD 1 und BPD 3). Besonders interessant in Bezug auf das klinische
Potenzial der Cyranose ist der Vergleich der frihen Proben von Kindern ohne spatere
BPD mit Kindern, die im Verlauf eine BPD entwickelten (no BPD 1 und BPD 1). Dies
zeigt, ob anhand von Smellprints aus den ersten 14 Lebenstagen eines Friihgeborenen
zwischen Proben von Kindern mit und ohne sich im Verlauf entwickelnder BPD
differenziert werden kann. Zudem erfolgte ein Vergleich der spaten Proben von Kindern
mit und ohne diagnostizierter BPD (no BPD 3 und BPD 3).



37

3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv und Charakterisierung der Proben

Insgesamt 21 Frihgeborene konnten von November 2014 bis Juli 2015 in diese Studie
aufgenommen werden. Die Auswahl der teilnehmenden Patienten erfolgte konsekutiv,
es wurden demnach alle Frihgeborenen eingeschlossen, die innerhalb dieses
Zeitraums die Einschlusskriterien erflllten. Die Friihgeborenen wurden von der Geburt
an bis zum Tag der Entlassung aus der Klinik, jedoch maximal flr sechs Wochen
postnatal, beobachtet. Wie in Tabelle 5 zusammengefasst entwickelten vier der
Frihgeborenen im Verlauf eine akute systemische Infektion, bei drei Kindern wurde eine
BPD diagnostiziert.
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Tabelle 5: Charakterisierung der Friihgeborenen

Kind Gestationsalter | Geburtsgewicht | Beginn Infektion | BPD
(SSW) bei (9) (Lebenstag) (ja/nein)
Geburt

1 30+4 1775 keine nein
2 30+4 1900 keine nein
3 30+3 1245 keine nein
4 26+4 720 keine nein
5 33+1 1400 keine nein
6 31+0 1240 keine nein
7 27+3 895 4 nein
8 30+5 1470 keine nein
9 33+5 1490 keine nein
10 31+0 1880 keine nein
11 32+6 1480 keine nein
12 25+1 665 1 ja

13 30+5 960 18 nein
14 26+5 860 keine ja

15 31+0 1445 keine nein
16 31+0 1365 keine nein
17 30+6 860 keine nein
18 32+4 1320 keine nein
19 30+0 1465 keine nein
20 32+4 1490 keine nein
21 27+6 865 2 ja
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Von diesen 21 Frihgeborenen, darunter 18 sehr kleine Frihgeborene mit einem

Geburtsgewicht < 1500 g, konnten insgesamt 393 Proben gewonnen und untersucht

werden. Die Anzahl und Art der Bioproben pro Kind sind in Tabelle 6 ersichtlich.

Tabelle 6: Zahl und Art der Bioproben pro Kind

Kind (ID) Urin (n) Stuhl (n) Speichel (n) | Tracheal- insgesamt
aspirat (n) (n)
1 6 8 7 0 21
2 8 9 7 0 24
3 5 6 6 0 17
4 9 10 7 2 28
5 6 7 6 0 19
6 6 7 7 0 20
7 10 8 5 0 23
8 6 5 6 0 17
9 5 5 4 0 14
10 1 2 2 1 6
11 6 6 4 0 16
12 8 4 4 9 25
13 8 5 5 0 18
14 6 6 9 2 23
15 7 7 4 0 18
16 8 5 4 0 17
17 6 6 2 0 14
18 6 7 4 0 17
19 7 6 5 0 18
20 6 7 5 0 18
21 8 3 3 6 20
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3.1.1 Anzahl der Proben von Friihgeborenen mit und ohne akuter

systemischer Infektion

Wie die folgende Tabelle 7 zeigt, konnten insgesamt 44 Proben der Diagnose einer
akuten systemischen Infektion zugewiesen werden. Von diesen wurden 31 Proben bei
gleichzeitiger antibiotischer Therapie des Frihgeborenen, 13 Proben vor Beginn der
antibiotischen Therapie gesammelt. Insgesamt wurden 349 Proben von Kindern, welche
nicht durch eine akute systemische Infektion betroffen waren, gewonnen. Von diesen
wurden 25 Proben wahrend einer Antibiotikatherapie gewonnen, da der klinische
Verdacht auf eine Infektion bestand, dieser bestatigte sich jedoch retrospektiv nicht. 324
Proben wurden in einem Intervall ohne bestehende Infektion und ohne antibiotische

Therapie gesammelt.

Tabelle 7 Anzahl der Proben nach Gruppeneinteilung in Proben von Friihgeborenen mit
und ohne akuter systemischer Infektion und gleichzeitig vorliegender sowie nicht

vorliegender antibiotischer Behandlung

Bioprobe Anzahl inf* (n) inf" (n) inf abx® | infrabx® | inf abx™ | inf* abx
(n) (n) (n) (n) (n)

Urin 138 16 122 8 12 114 4

Stuhl 129 7 122 8 5 114 2

Speichel 106 7 99 7 4 92 3

Tracheal- 20 14 6 2 10 4 4

aspirat

insgesamt 393 44 349 25 31 324 13

inf* = Proben, die zum Zeitpunkt einer akuten systemischen Infektion gewonnen wurden;
inf = Proben, die in einem infektionsfreien Intervall abgenommen wurden; abx™ =

gleichzeitige antibiotische Therapie; abx = keine gleichzeitige antibiotische Therapie
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3.1.2 Anzahl der Proben von Frithgeborenen mit und ohne BPD

Alle Proben eines Kindes, das im Verlauf des stationaren Aufenthalts nach NIH-Kriterien
die Diagnose BPD erhalten hatte, wurden retrospektiv als BPD positiv eingestuft.
Insgesamt konnte die Diagnose BPD bei drei der in dieser Studie eingeschlossenen
Frihgeborenen gestellt werden. Von diesen drei Frihgeborenen wurden 68 Proben
gewonnen (BPD), 325 Proben stammen von Frihgeborenen ohne BPD (no BPD).
Zudem erfolgte eine weitere Einteilung der Proben nach dem jeweiligen Zeitpunkt der
Probengewinnung. Es wurden 131 Proben frih im Verlauf (1.-14. Lebenstag, Gruppen
BPD 1 und no BPD 1) gewonnen, 105 im mittleren Verlauf (15.-27. Lebenstag, Gruppen
BPD 2 und no BPD 2) und 157 spat im Verlauf (ab dem 28. Lebenstag, Gruppen BPD 3
und no BPD 3). Die Verteilung der Proben auf die verschiedenen Bioproben zeigt die

folgende Tabelle 8.

Tabelle 8 Anzahl der Proben nach Gruppeneinteilung in Proben von Friihgeborenen mit

und ohne bronchopulmonale Dysplasie, sowie dem Zeitpunkt der Probenentnahme

Bioprobe | Anzahl | BPD no no no no BPD1 |BPD2 | BPD 3

(n) BPD BPD1 [BPD2 | BPD3 | (n) (n) (n)

(n) (n) (n) (n)

Urin 138 22 116 35 34 47 7 5 10
Stuhl 129 13 116 40 34 42 3 3 7
Speichel 106 16 90 31 23 36 5 2 9
Tracheal- | 20 17 3 3 - - 7 4 6
aspirat
insgesamt | 393 68 325 109 91 125 22 14 32

BPD = Proben Friihgeborener mit BPD; no BPD = Proben Friihgeborener ohne BPD;
BPD 1 und no BPD 1 = friih im Verlauf gewonnen; BPD 2 und no BPD 2 = im mittleren

Verlauf gewonnen; BPD 3 und no BPD 3 = im spé&ten Verlauf gewonnen
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3.2 Auswertung der Smellprints bei akuter systemischer Infektion
3.2.1 Speichelproben

Anhand der Smellprints von Speichelproben konnte nicht signifikant zwischen
Frihgeborenen mit und ohne akuter systemischer Infektion unterschieden werden
(Abbildung 3; Tabelle 9). Auch nach Differenzierung zwischen Proben von
Frihgeborenen mit akuter systemischer Infektion, welche bereits antibiotisch behandelt
wurden und solchen, deren Probe noch vor Beginn der antibiotischen Therapie
gewonnen wurde, zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Um den Einfluss der
antibiotischen Therapie auf die Smellprints zu untersuchen, wurden daraufhin lediglich
die Proben mit und ohne gleichzeitige antibiotische Therapie von Kindern, die
retrospektiv keine akute systemische Infektion hatten, analysiert. Hier konnte ebenfalls

kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Tabelle 9 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Speichelproben anhand des Vorliegens einer akuten systemischen Infektion und einer

gleichzeitigen antibiotischen Therapie mittels Cyranose

inf abx™ vs. inf abx inf abx" vs. inf" abx inffvs. inf
Bioprobe MHD (03VAV MHD CcVvVv MHD (@3VAV
Speichel 0,782 48,76 % 1,695 48,37 % 1,071 49,06 %

inf abx™ = keine akute systemische Infektion und antibiotische Therapie; inf abx = keine
akute systemische Infektion und keine antibiotische Therapie, inf* abx = akute
systemische Infektion und keine antibiotische Therapie; inf* = akute systemische

Infektion; inf = keine akute systemische Infektion
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Abbildung 3 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der
Smellprints von Speichelproben Friihgeborener mit (inf’) und ohne (inf) akuter
systemischer Infektion, unabhédngig von einer antibiotischen Therapie; dquivalent des
statistischen Ergebnisses sind die Punktwolken in dieser Darstellung nicht voneinander
differenzierbar (MHD: 1,071, CVV: 49,06 %)

3.2.2 Trachealaspiratproben

Anhand von Smellprints des Trachealaspirats konnte zwischen Proben von
Frihgeborenen mit und solchen ohne akuter systemischer Infektion unterschieden
werden. Dies traf jedoch nur auf Proben zu, welche in einem Zeitfenster ohne
antibiotische Therapie gewonnen wurden (Abbildung 4; Tabelle 10). Unter Einbeziehung
der Proben, welche bei bereits eingeleiteter antibiotischer Therapie gewonnen wurden,
konnte kein signifikanter Unterschied mehr ermittelt werden. Smellprints der Proben von
Kindern ohne Infektion mit und ohne Antibiotika-Therapie unterschieden sich ebenfalls

nicht signifikant.
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Tabelle 10 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Trachealaspiratproben anhand des Vorliegens einer akuten systemischen Infektion und

einer gleichzeitigen antibiotischen Therapie mittels Cyranose

inf abx* vs. inf abx | inf abx vs. inf* abx™ | inf*vs. inf

Somrle MHD  [CW MHD  [CW MHD [ CW

Trachealaspirat | 1251 | 4375% | 2,055 |31,25% | 1,736 |5298%

inf abx® = keine akute systemische Infektion und antibiotische Therapie; inf abx = keine
akute systemische Infektion und keine antibiotische Therapie, inf* abx = akute
systemische Infektion und keine antibiotische Therapie; inf" = akute systemische

Infektion; inf = keine akute systemische Infektion
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Abbildung 4 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der
Smellprints von Trachealaspiratproben Friihgeborener ohne (inf) und mit (inf) akuter
systemischer Infektion, noch vor Einleitung einer antibiotischen Therapie (abx’); aus
diesem Blickwinkel kdnnen die Gruppen anhand der Abbildung &quivalent des

statistischen Ergebnisses voneinander differenziert werden (MHD: 2,055, CVV:

31,25 %)
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3.2.3 Urinproben

Wie in Tabelle 11 dargestellt konnten Smellprints von Urinproben Friihgeborener mit
einer akuten systemischen Infektion signifikant von den Smellprints der Friihgeborenen
ohne akuter systemischer Infektion unterschieden werden, wenn noch keine

antibiotische Therapie eingeleitet wurde.

Bei bereits eingeleiteter antibiotischer Therapie konnte nicht mehr signifikant zwischen
den Proben von Kindern mit und ohne akuter systemischer Infektion differenziert werden
(Abbildung 5).

Auch zwischen Urinproben von Kindern ohne akuter systemischer Infektion mit und ohne

antibiotischer Therapie konnte nicht signifikant unterschieden werden.

Tabelle 11 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von Urinproben
anhand des Vorliegens einer akuten systemischen Infektion und einer gleichzeitigen

antibiotischen Therapie mittels Cyranose

inf abx® vs. inf abx inf abx" vs. inf" abx inffvs. inf
Bioprobe MHD (03VAY/ MHD (03VAY/ MHD CvVv
Urin 1,618 54,06 % 2,795 47.37 % 1,262 47.44 %

inf abx™ = keine akute systemische Infektion und antibiotische Therapie; inf abx = keine
akute systemische Infektion und keine antibiotische Therapie, inf* abx = akute
systemische Infektion und keine antibiotische Therapie; inf" = akute systemische

Infektion; inf = keine akute systemische Infektion
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Abbildung 5 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der
Smellprints von Urinproben Friihgeborener mit (inf*) und ohne (inf) akuter systemischer
Infektion, unabhéngig von einer antibiotischen Therapie; anhand der Abbildung ist
aquivalent der statistischen Ergebnisse keine Differenzierung zwischen den Gruppen
moglich (MHD: 1,262, CVV: 47,44 %)

3.2.4 Stuhlproben

Mittels linearer Diskriminanzanalyse konnte signifikant zwischen Stuhlproben von
Frihgeborenen mit und ohne akuter systemischer Infektion differenziert werden. Dies
war sowohl bei Proben, welche vor Beginn der antibiotischen Therapie, als auch

wahrend einer antibiotischen Therapie gewonnen wurden, maoglich.

Wie in Tabelle 12 ersichtlich konnte auch signifikant zwischen Stuhlproben von Kindern
ohne akuter systemischer Infektion mit und ohne antibiotischer Therapie unterschieden
werden (Abbildung 6).
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Tabelle 12 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von Stuhlproben
anhand des Vorliegens einer akuten systemischen Infektion und einer gleichzeitigen

antibiotischen Therapie mittels Cyranose

inf- abx* vs. inf abx inf- abx vs. inf* abx inf*vs. inf
Bioprobe MHD (03YAY MHD (03YAY MHD (03YAY
Stuhl 2,51 53,29 % 5,202 50,0 % 2,276 47.89 %

inf abx® = keine akute systemische Infektion und antibiotische Therapie; inf abx = keine
akute systemische Infektion und keine antibiotische Therapie, inf" abx = akute
systemische Infektion und keine antibiotische Therapie; inf" = akute systemische

Infektion; inf = keine akute systemische Infektion
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Abbildung 6 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der
Smellprints von Stuhlproben Friihgeborener ohne akuter systemischer Infektion (inf)
und mit (abx®) bzw. ohne (abx’) antibiotischer Therapie; aus dem hier gezeigten
zweidimensionalen Blickwinkel ist eine Differenzierung zwischen den Gruppen anhand
der Abbildung nur bedingt méglich (MHD: 2,51, CVV: 53,29 %)
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3.3 Auswertung der Smellprints bei bronchopulmonaler Dysplasie

3.3.1 Speichelproben

Anhand der Smellprints von Speichelproben konnte nicht zwischen Proben von
Frihgeborenen mit und ohne BPD differenziert werden (Abbildung 7; Tabelle 13). Dies
war unabhangig davon, ob die Proben im friihen oder spaten Verlauf der Erkrankung

gewonnen wurden. Ebenfalls konnte anhand der Speichelproben nicht zwischen friihen

und spaten Proben der Friihgeborenen ohne BPD unterschieden werden.

Tabelle 13 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von

Speichelproben Friihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie bezliglich des Zeitpunkts der

Probengewinnung
BPD vs. noBPD 1vs. | BPD 1 vs. BPD 1 vs. BPD 3 vs.
no BPD no BPD 3 BPD 3 no BPD 1 no BPD 3
Bioprobe | MHD |CVV |(MHD |[CVVW |MHD |CVV |MHD |CVV |MHD |CWV
) 1,185 | 48,12 43,59 57,78 49,35 76,54
Speichel % 0,786 % 1,219 % 1,467 % 1,375 %

no BPD 1 = keine BPD, friih im Verlauf gewonnen; no BPD 3 = keine BPD, spét im
Verlauf gewonnen; BPD 1 = BPD, friih im Verlauf gewonnen;, BPD 3 = BPD, spéat im

Verlauf gewonnen
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Abbildung 7 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der
Smellprints von Speichelproben Friihgeborener mit (BPD) und ohne (no BPD) BPD; eine
Differenzierung zwischen den Gruppen ist dquivalent der statistischen Ergebnisse auch
anhand der Abbildung nicht méglich (MHD: 1,185, CVV: 48,12 %)

3.3.2 Trachealaspiratproben

Trachealaspirat wird durch das Absaugen aus einem Endotrachealtubus gewonnen.
Keines der in dieser Studie eingeschlossenen Frihgeborenen ohne BPD wurde nach
dem 28. Lebenstag mittels Endotrachealtubus beatmet. Daher gibt es in diesem

Patientenkollektiv keine Proben und somit keine Gruppe ,no BPD 3.

Wie aus Tabelle 14 hervorgeht, konnte anhand von frih im Verlauf gewonnenen
Trachealaspiratproben signifikant zwischen Kindern mit und ohne BPD unterschieden
werden (Abbildung 8).

Der statistische Vergleich aller Proben Frihgeborener mit und ohne BPD unabhangig
vom Entnahmezeitraum sowie von frih und spat im Verlauf gewonnenen

Trachealaspiratproben der Friihgeborenen mit BPD zeigte keine Signifikanz.
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Tabelle 14 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von

Trachealaspiratproben Friihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie beziiglich des

Zeitpunkts der Probengewinnung

BPD vs. no BPD 1vs. | BPD 1 vs. BPD 1 vs. BPD 3 vs.

no BPD no BPD 3 BPD 3 no BPD 1 no BPD 3
Bioprobe MHD | CVV MHD | CVV MHD | CVV MHD | CVV | MHD | CVV
Tracheal- | 1,678 | 63,73 | keine Gruppe 1737 58,33 |, 067 59,5 | keine Gruppe
aspirat % no BPD 3 ’ % ’ 2% | noBPD3

no BPD 1 = keine BPD, friih im Verlauf gewonnen; no BPD 3 = keine BPD, spét im

Verlauf gewonnen; BPD 1 = BPD, friih im Verlauf gewonnen; BPD 3 = BPD, spéat im

Verlauf gewonnen

LD2

]
M=

0
LD1

o

Klassen
BPDA

4 noBPDA

Abbildung 8 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der

Smellprints von friih im Verlauf gewonnenen Trachealaspiratproben Friihgeborener mit
(BPD 1) bzw. ohne (no BPD 1) sich entwickelnder BPD; der in der Abbildung dargestellte
Abstand zwischen den Punktwolken ist kongruent zu dem ermittelten statistischen
Ergebnis (MHD: 2,067, CVV: 59,52 %)
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3.3.3 Urinproben

Die lineare Diskriminanzanalyse von innerhalb der ersten 14 Lebenstage gewonnenen
Urinproben Frihgeborener mit und ohne BPD erbrachte einen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen (Abbildung 9; Tabelle 15). Die Smellprints von Urinproben

Frihgeborener mit und ohne BPD unabhangig vom Entnahmezeitpunkt sowie im spaten

Verlauf zeigten keinen signifikanten Unterschied.

Tabelle 15 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von Urinproben

Friihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie bezliglich des Zeitpunkts der
Probengewinnung
BPD vs. noBPD 1vs. |BPD 1vs. BPD 1 vs. BPD 3 vs.
no BPD no BPD 3 BPD 3 no BPD 1 no BPD 3
Bioprobe | MHD |CVV |(MHD |CVW |MHD |CVVWV |MHD |CVWW |MHD |CVWVV
, 1,231 | 51,65 63,56 58,57 59,18 45,96
Urin % 1,019 % 1,94 % 2,074 % 1,533 %

no BPD 1 = keine BPD, friih im Verlauf gewonnen; no BPD 3 = keine BPD, spét im
Verlauf gewonnen; BPD 1 = BPD, friih im Verlauf gewonnen;, BPD 3 = BPD, spéat im

Verlauf gewonnen
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Abbildung 9 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der
Smellprints von friih im Verlauf gewonnenen Urinproben Friihgeborener mit (BPD 1)
bzw. ohne (no BPD 1) sich entwickelnder BPD; aus dem hier geziegten
zweidimensionalen Blickwinkel ist eine Differenzierung der Gruppen nur bedingt méglich
(MHD: 2,074, CVV: 59,18 %)

3.3.4 Stuhlproben

Anhand der Smellprints von im frihen Verlauf gewonnenen Stuhlproben konnte
signifikant zwischen Frihgeborenen mit und ohne sich entwickelnder BPD differenziert
werden (Tabelle 16). Des Weiteren unterschieden sich frih und spat im Verlauf
gewonnene Stuhlproben von Frihgeborenen mit einer BPD signifikant. Bei Proben von
Frihgeborenen ohne BPD lief3en sich Proben aus dem friihen und spaten Verlauf nicht

signifikant voneinander differenzieren.

Zwischen den Stuhlproben von Frihgeborenen mit und ohne BPD unabhangig vom
Zeitpunkt der Probengewinnung wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt
(Abbildung 10). Auch liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Smellprints
von spat im Verlauf gewonnenen Stuhlproben von Friihgeborenen mit und ohne BPD

zeigen.
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Tabelle 16 Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von Stuhlproben

Friihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie beziglich des Zeitpunkts der

Probengewinnung
BPD vs. no BPD 1vs. | BPD 1 vs. BPD 1 vs. BPD 3 vs.
no BPD no BPD 3 BPD 3 no BPD 1 no BPD 3
Bioprobe |MHD |CW |MHD |CW |MHD |CW |MHD |cw |MHD |cw
Stuhl 1,647 802,5 0,992 | 64,14 | 2,382 Z/f’19 2,366 f,f’” 1756 | 80,95

no BPD 1 = keine BPD, friih im Verlauf gewonnen; no BPD 3 = keine BPD, spét im
Verlauf gewonnen; BPD 1 = BPD, friih im Verlauf gewonnen; BPD 3 = BPD, spét im

Verlauf gewonnen
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Abbildung 10 Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der
Smellprints von Stuhlproben Friihgeborener mit (BPD) und ohne (no BPD) BPD; Anhand
der Abbildung ist eine Differenzierung zwischen den Punktwolken &quivalent zu dem
ermittelten statistischen Ergebnis nicht méglich (MHD: 1,647, CVV: 62,5 %)
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4. Diskussion

In der hier vorliegenden Studie wurde der potenzielle Nutzen der Cyranose zur Detektion
akuter systemischer Infektionen und Pradiktion der BPD bei Friuhgeborenen anhand
verschiedener Bioproben untersucht. Hierbei wurden die Smellprints des Urins, des
Stuhls, des Speichels und des Trachealaspirats von Friihgeborenen analysiert, da diese
Proben im klinischen Alltag ohne zuséatzliche invasive MalRnahmen und folglich ohne
zusatzliche Belastung der Fruhgeborenen zur Verfugung stehen. Die ermittelten
Ergebnisse und die daraus resultierende Perspektive fur die Nutzung der Cyranose

sollen im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

4.1 Diskussion der Methoden
4.1.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 21 Friihgeborene Uber einen Zeitraum von
sechs Wochen nach Geburt oder bis zu ihrer stationaren Entlassung untersucht. Der
kiirzeste beobachtete Zeitraum lag fur ein Frihgeborenes bei drei Wochen, der langste
fur neun Frihgeborene bei sechs Wochen. Im Mittel wurden die Friihgeborenen fir funf
Wochen beobachtet. Als Einschlusskriterien flr diese Studie galten ein Geburtsgewicht
von < 1500 g und/ oder eine Geburt vor Vollendung von 32 SSW. Von den 21 in dieser
Studie eingeschlossenen Fruhgeborenen hatten 18 ein Geburtsgewicht von < 1500 g
und galten somit per definitionem als sehr kleine Frihgeborene (VLBW). Die Ubrigen
drei Patienten hatten bei Geburt ein Gewicht von > 1500 g, wurden jedoch vor
Vollendung von 32 SSW geboren. Der Zusammenhang zwischen einem niedrigen
Gestationsalter sowie Geburtsgewicht und der Entwicklung einer BPD ist bereits bekannt
(Stoll et al, 2010; Jensen und Schmidt, 2014). In mehreren Studien beschrieben Stoll et
al., dass auch das Risiko fur eine Infektion bei Neugeborenen mit sinkendem
Geburtsgewicht und Gestationsalter steigt (Stoll et al., 2002; Stoll et al., 2010).

4.1.2 Probengewinnung und Verwendbarkeit von Bioproben

Insgesamt 393 Proben konnten im Rahmen der hier vorliegenden Studie gewonnen
werden. Durch ein standardisiertes Vorgehen (siehe Kapitel 2.5 Probengewinnung)
erfolgte dies nach immer gleichem Procedere. Die Mdglichkeit einer Probengewinnung
und die damit einhergehenden Entnahmezeitpunkte variierten jedoch von Kind zu Kind.
Falls mdglich, wurde von jedem Frihgeborenen wéchentlich jeweils eine Speichelprobe,
Urinprobe sowie Stuhlprobe gewonnen. Da das Trachealaspirat routinemafig lediglich
bei intubierten Kindern im Rahmen der Intubation, kurz vor der Extubation oder bei

klinischer Notwendigkeit eines Absaugens gewonnen werden konnte, war keine
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regelmafige Probengewinnung moglich. Aufterdem sind Vergleichsuntersuchungen mit
Proben gesunder Frihgeborener nicht mdglich, da ohne Vorhandensein eines Tubus

auch kein Trachealaspirat gewonnen werden konnte.

Die Gewinnung von Urin ist im klinischen Alltag Routine und kann nicht-invasiv
durchgefuhrt werden. Urinproben sind daher besonders flr die kontinuierliche
Beobachtung von Fruhgeborenen geeignet. War der Allgemeinzustand des
Frihgeborenen jedoch zu schlecht oder gelang das Aufkleben des Urinbeutels nicht
suffizient, so konnte keine Urinprobe gesammelt werden. Auch kam es wie bereits in der
Studie von EI-Metwally et al. berichtet gelegentlich zu Vermischungen mit Stuhl, so dass
die Proben nicht verwendet werden konnten (El-Metwally et al., 2018). McFarlane et al.
konnten zeigen, dass es bei Urinproben nach 12-48 Stunden Lagerung bei
Zimmertemperatur zu einer deutlichen Zunahme der Variabilitdit von VOCs kommt.
Daher wurde empfohlen, Urinproben vor der weiteren Untersuchung oder
Weiterverarbeitung fir maximal 12 Stunden bei Zimmertemperatur zu lagern (McFarlane
et al., 2020). Im Rahmen der hier durchgefihrten Studie wurden die Proben umgehend

nach Gewinnung bei 4 °C gekuhlt und spatestens am Folgetag bei -20 °C eingelagert.

Im Patientenkollektiv der Frihgeborenen stellen Stuhlproben die bisher am haufigsten
untersuchten Bioproben fir die Messung mittels Cyranose dar (Course et al., 2021;
Wright et al., 2021). Die Stuhlproben konnen non-invasiv aus der Windel der
Frihgeborenen gewonnen werden. Da es jedoch mehrfach nicht gelang, eine
ausreichende Menge Stuhl fir die Weiterverarbeitung aus der Windel zu entnehmen,
konnten nicht in jeder Woche Proben gewonnen werden. Des Weiteren ist eine mogliche
Vermischung der Stuhlproben mit Urin aufgrund der Probenentnahme aus der Windel
nicht auszuschliel3en, was eine Schwache der hier verwendeten SOP darstellt. Da die
Cyranose lediglich ein Muster aller VOCs uber einer Probe ermittelt, kann eine
Vermischung der Proben auch anhand der Smellprints nicht ausgeschlossen werden.
Bous et al. gelang es mittels lonenmobilitatsspektronomie zwischen VOCs von Stuhl und

Urin in Windeln Frihgeborener zu differenzieren (Bous et al., 2022).

Die Gewinnung der Speichelproben gestaltete sich in diesem Studienkollektiv als
problematisch. Aufgrund von unzureichenden Speichelmengen waren 33
Speichelproben nicht verwertbar, da nach dem Zentrifugieren im Labor zu wenig
Speichel im Probenréhrchen vorhanden war. Die dadurch verminderte Anzahl an Proben
schrankt die Aussagekraft der hier ermittelten Ergebnisse ein. Eine andere Form der
Speichelgewinnung, wie beispielsweise mittels einer Spritze wie von Dietz et al.
beschrieben, ware fur weitere Studien denkbar (Dietz et al., 2011). Die geringe Menge

des von Frihgeborenen produzierten Speichels stellt eine groRe Schwierigkeit dar und
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verdeutlicht, dass der Speichel von Frihgeborenen eventuell auf Grund der

Entnahmebedingungen weniger fur die Untersuchung geeignet ist als andere Bioproben.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Detektion akuter systemischer Infektionen mittels elektronischer

Nase

Im Rahmen dieser Studie wurde untersucht, ob sich Friihgeborene mit und ohne akuter
systemischer Infektion anhand der VOCs verschiedener Bioproben unterscheiden
lassen. Bereits mehrere Studien konnten nachweisen, dass sich die durch die Cyranose
ermittelten VOCs im Rahmen einer pathologischen Veranderung der Homéostase, wie
beispielsweise einer Entziindungsreaktion des Korpers, verandern (Kataoka et al., 2013;
Amann et al., 2014; Nardi-Agmon und Peled, 2017).

Insbesondere die frihe Diagnose einer akuten systemischen Infektion ist zur
Verhinderung von schweren Verlaufen und Mortalitat obligatorisch. So konnten bereits
in der Vorgangerstudie unserer Arbeitsgruppe Hinweise darauf gefunden werden, dass
es mittels der Cyranose mdglich ist, akute systemische Infektionen anhand der
Smellprints von Trachealaspiratproben intubierter Frihgeborener nachzuweisen
(Rogosch et al.,, 2014; Herrmann, 2019). Da jedoch nur Trachealaspiratproben
untersucht wurden, erfolgte im Rahmen dieser Studie eine Ausweitung der untersuchten
Bioproben. Neben Trachealaspirat wurden nun auch Speichel, Urin und der Stuhl von

Frihgeborenen einbezogen.

Insgesamt sind die VOCs von Trachealaspirat noch wenig untersucht. Aquivalent zur
Vorgangerstudie zeigte sich auch in den hier durchgefuhrten Untersuchungen, dass das
Trachealaspirat groes Potenzial als Bioprobe zur Messung mittels Cyranose hat.
Anhand der Smellprints von Trachealaspiratproben war es mdglich, zwischen Kindern
mit und ohne akuter systemischer Infektion, welche noch keine antibiotische Therapie
erhielten, zu unterscheiden. Wurden Proben von Kindern mit einbezogen, welche bereits
eine antibiotische Therapie erhielten, zeigte sich keine Signifikanz, die Detektion einer
bestehenden Infektion unter bereits eingeleiteter Antibiose gelang im Rahmen der hier
durchgefuhrten Untersuchungen nicht. Insgesamt konnten im Rahmen dieser Studie
Trachealaspiratproben von sechs Frihgeborenen gewonnen werden. Aufgrund der
geringen Probenanzahl (Proben von Kindern mit Infektion N=14, Proben von Kindern
ohne Infektion N=6) kann dies jedoch nur Hinweise darauf geben, dass eine
Friherkennung von akuten systemischen Infektionen mittels Cyranose moglich sein
koénnte. Da eine Intubation gleichzeitig auch einen Risikofaktor flr die Entwicklung einer

akuten Infektion darstellt, ware die Nutzung der Smellprints von Trachealaspirat zum
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Monitoring einer eventuell im Verlauf auftretenden Infektion bei intubierten
Frihgeborenen denkbar (Geffers et al., 2014). Dies konnte in zukunftigen Projekten
erforscht werden. Ein weiterer Versuch, das Trachealaspirat zu diagnostischen Zwecken
mittels Cyranose zu nutzen, erfolgte beispielsweise durch Willson et al. Es gelang nicht,
anhand der Smellprints von angelegten Kulturen des Trachealaspirats zwischen einer

Kolonisierung und einer Infektion mit Bakterien zu unterscheiden (Willson et al., 2014).

In der statistischen Auswertung der hier vorliegenden Studie zeigte sich, dass sich die
Smellprints von Speichelproben der Friihgeborenen mit akuter systemischer Infektion
nicht signifikant von denen der Frihgeborenen ohne akuter systemischer Infektion
unterscheiden. Der humane Speichel enthalt diverse Inhaltsstoffe, unter anderem
Enzyme, Mikroorganismen, Elektrolyte, Immunglobuline, Hormone, Proteine, Muzine
und Nukleinsauren. Diese sind jedoch in ihrer Konzentration sowohl vom Alter als auch
von der Reife des Kindes abhangig (Ben-Aryeh et al., 1990; Salvolini et al., 1999). Neben
den unterschiedlichen Entwicklungsstufen der Speicheldrisen spielen auch der
Geburtsmodus und die postnatale Art der Ernahrung, i.d.R. Muttermilch oder Formula,
eine Rolle in der Zusammensetzung des Speichels und der Kolonisation des
Gastrointestinaltrakts (Castagnola et al., 2011; Lif Holgerson et al., 2011; Morzel et al.,
2012; Hassaneen und Maron, 2017). Es ist anzunehmen, dass sich die deutliche
Variabilitat in der Zusammensetzung des Speichels auch in der Zusammensetzung der
mittels Cyranose untersuchten VOCs widerspiegelt. Um den Speichel generell als
Bioprobe zur nicht-invasiven Diagnostik in der Klinik zu untersuchen und zu etablieren
sind weitere und grofiere prospektive Studien nétig (Hassaneen und Maron, 2017). In
diesem Rahmen sollten die verschiedenen VOCs von Speichelproben identifiziert
werden sowie die Beeinflussung dieser durch exogene Faktoren weiter untersucht
werden. Dies kdnnte beispielsweise durch lonenmobilitdtsspektronomie erfolgen. Es
kann auch im Rahmen dieser Studie nicht ausgeschlossen werden, dass die
Speichelproben beispielsweise durch im Mund verbliebene Milchreste oder andere
Faktoren beeinflusst wurden. Zur Beantwortung dieser Fragestellung kdnnten weitere
Studien mit Erfassung von weiteren klinischen Daten erfolgen. In unserer Versuchsreihe
war es nicht moglich, signifikant zwischen Speichelproben von Frihgeborenen mit und

ohne akuter systemischer Infektion zu unterscheiden.

Des Weiteren wurden in der hier durchgefuhrten Studie Stuhlproben mittels Cyranose
untersucht. Zwischen Stuhlproben Frihgeborener mit und ohne akuter systemischer
Infektion konnte signifikant differenziert werden. Auch Berkhout et al. konnten in einer
prospektiven Studie Hinweise darauf finden, dass mittels Cyranose zwischen Smellprints
der Stuhlproben Frihgeborener mit und ohne Late-Onset Sepsis unterschieden werden

kann. Dies gelang bis zu drei Tage vor Einsetzen einer klinischen Symptomatik
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(Berkhout et al., 2017). Eine Differenzierung zwischen den VOCs der Stuhlproben von
Frihgeborenen mit und ohne Late-Onset Sepsis gelang auch mittels
lonenmobilitatsspektronomie (Berkhout et al., 2019; Berkhout et al., 2020). Sowohl
Garner et al. als auch de Meij et al. konnten Hinweise darauf finden, dass anhand der
Smellprints von Stuhlproben zwischen Kindern mit und ohne NEC unterschieden werden
kann. Im Rahmen dieser Studien konnte gezeigt werden, dass mittels Cyranose bereits
vor der Entwicklung von klinischen Symptomen Unterschiede zwischen den Proben von
Kindern mit und ohne beginnender NEC festgestellt werden kénnen (Garner et al., 2009;
de Meij et al.,, 2015). Zudem gelang in der Studie von de Meij et al. auch eine
Differenzierung zwischen Friihgeborenen mit einer Sepsis und solchen mit einer NEC
bereits zwei bis drei Tage vor Beginn einer klinischen Symptomatik (de Meij et al., 2015).
Die Cyranose koénnte somit moéglicherweise zur Pradiktion der NEC beitragen. Im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnte auRerdem signifikant zwischen Smellprints
der Stuhlproben von Kindern mit und ohne zeitgleiche antibiotische Medikation
unterschieden werden. Die VOCs in der Gasphase uUber den Stuhlproben von Kindern
mit Antibiotikatherapie waren also von den VOCs von Proben der Kinder ohne eine
solche abgrenzbar. Es ist bekannt, dass Antibiotika die Darmflora beeinflussen und die
Mikroorganismen in eben dieser beeintrachtigen und verandern. Auch tritt die
Stabilisierung der Darmflora dhnlich zu der eines Erwachsenen erst in einem Alter von
2-3 Jahren ein. Eine Beeinflussung dieser durch exogene Faktoren, wie beispielsweise
Antibiotika, ist unabhangig vom Alter des Patienten wahrscheinlich (Campeotto et al.,
2007; Voreades et al., 2014). Aus dieser Uberlegung heraus lassen sich auch
Rickschlisse darauf ziehen, dass sich auch die VOCs von Stuhlproben durch eine
antibiotische Therapie verandern und wie hier gezeigt voneinander abgegrenzt werden

konnen.

Die im Rahmen dieser Dissertation vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es mittels
Cyranose in unseren Untersuchungen mdglich war, Urinproben von Frihgeborenen
ohne bereits eingeleiteter antibiotischer Therapie mit einer akuten systemischen
Infektion signifikant von Urinproben nicht erkrankter Kinder zu unterscheiden. Wurde
gleichzeitig bereits eine antibiotische Therapie durchgefihrt, zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. Bereits im Jahr 400 v. Chr. beschrieb Hippokrates den
veranderten Geruch von Urin bei bestimmten Erkrankungen (Adams, 1994). Diese
Feststellung weist darauf hin, dass es auch mittels Cyranose mdglich sein kdnnte,
anhand von Urinproben zwischen gesunden und erkrankten Individuen zu
unterscheiden. Diese Hypothese bestatigten unter anderem Esfahani et al., die
nachweisen konnten, dass mittels elektronischer Nase zwischen Proben von Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 2 sowie einer Kontrollgruppe differenziert werden kann

(Esfahani et al., 2018). Diverse weitere Untersuchungen bestatigten die Hinweise



59

darauf, dass der Urin eine geeignete Bioprobe zur Diagnose vielfaltiger Erkrankungen
mittels Cyranose ist (Bernabei et al., 2007; Arasaradnam et al., 2013; Covington et al.,
2013). Besonders erwahnenswert ist die Untersuchung von Pavlou et al., die
nachweisen konnten, dass die Detektion von Harnwegsinfektionen anhand der
Smellprints von Urinproben mdglich ist (Pavlou et al., 2002). Dies gelang in einer Studie
von Visser et al. auch anhand von Urinproben von Kindern in einem Alter von 0-18
Jahren (Visser et al., 2020). Im Hinblick auf den Nachweis akuter systemischer
Infektionen wurde der Urin bisher noch nicht ausreichend mittels Cyranose untersucht.
Die in dieser Studie ermittelten Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass mittels
Cyranose zwischen Urinproben von Frihgeborenen mit und ohne akuter systemischer

Infektion differenziert werden kann.

Im Rahmen dieser Studie war es mdglich mittels Cyranose unter Verwendung von Urin,
Stuhl und Trachealaspirat zwischen Kindern mit und ohne akuter systemischer Infektion,
welche noch keine antibiotische Therapie erhielten, zu differenzieren. Lediglich anhand

von Stuhlproben gelang dies auch bei gleichzeitiger antibiotischer Therapie.

4.2.2 Pradiktion der bronchopulmonalen Dysplasie mittels elektronischer

Nase

Das zweite Ziel der hier vorliegenden Studie war es zu untersuchen, ob anhand der
Smellprints verschiedener Bioproben zwischen Frihgeborenen mit und ohne BPD
differenziert werden kann. Wie bereits beschrieben konnten in der Vorgangerstudie
dieser Arbeit Hinweise darauf gefunden werden, dass anhand von Trachealaspirat
zwischen Proben von Frihgeborenen mit und ohne BPD unterschieden werden kann
(Rogosch et al., 2014; Herrmann, 2019). Erwartungsgemal konnte auch in den hier
vorliegenden Untersuchungen signifikant zwischen Smellprints von in den ersten 14
Lebenstagen der Frihgeborenen gewonnenen Trachealaspiratproben mit und ohne sich

entwickelnder BPD differenziert werden.

Aufgrund der eingeschrankten Moglichkeiten, eine Trachealaspiratprobe zu gewinnen,
ist insbesondere die Frage nach weiteren geeigneten Bioproben zur Pradiktion der BPD
anhand von Smellprints interessant. Hierzu wurden Speichel-, Urin-, sowie Stuhlproben

von Frihgeborenen untersucht.

Es zeigte sich, dass zwischen den Smellprints der Speichelproben von Friihgeborenen
mit und ohne BPD sowohl im friihen als auch im spaten Verlauf nicht differenziert werden
kann. Wie bereits in Kapitel 4.1.2 beschrieben, ist die in dieser Studie verwendete SOP
zur Gewinnung von Speichel nur eingeschrankt geeignet. Fur weitere Studien empfiehlt

sich daher die Etablierung einer neuen Methode zur Probengewinnung.
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Bei der Untersuchung der Smellprints von Urinproben aus den ersten 14 Lebenstagen
der Fruhgeborenen zeigte sich, dass mittels Cyranose signifikant zwischen Kindern mit
und ohne sich entwickelnder BPD unterschieden werden kann. Wurden auch Proben
aus dem spateren Verlauf einbezogen, gelang die Differenzierung nicht mehr signifikant.
Auch Balena-Borneman et al. untersuchten in einer Studie den Urin als Bioprobe zur
Pradiktion der BPD und konnten zeigen, dass dies anhand von ausgewahlten
Biomarkern im Urin mdglich sein kénnte. Hierzu wurden das Albumin und das
sogenannte ,Clusterin“ (Apolipoprotein J), ein Marker flr oxidativen Stress, im Urin von
Frihgeborenen bestimmt. Es zeigte sich, dass diese Biomarker im Urin mit der
Entwicklung einer BPD assoziiert sind (Balena-Borneman et al., 2017). Aulierdem
konnte nachgewiesen werden, dass sich auch die Konzentration des ,Protein CC16“ im
Serum und im Urin im Rahmen der Erkrankung an Asthma bronchiale verandert
(Broeckaert et al., 2000; Ma et al., 2015). Diese Ergebnisse sind Hinweise darauf, dass
sich bestimmte Inhaltsstoffe des Urins im Rahmen einer pulmonalen Erkrankung
verandern, so dass auch die VOCs in der Gasphase Uber den Urinproben nachweisbar

verandert sein kdnnten.

Ferner erwiesen sich die Stuhlproben in den hier vorgestellten Untersuchungen als
vielversprechendste Bioproben fir die Untersuchung mittels Cyranose. Besonders
interessant fur eine Pradiktion der BPD sind die Proben der ersten Lebenstage eines
Frihgeborenen. Im Rahmen der hier durchgefihrten Studie konnten die Stuhlproben
von Frihgeborenen mit einer sich entwickelnden BPD signifikant von Stuhlproben der
Kinder ohne BPD unterschieden werden. Berkhout et al. konnten au3erdem zeigen, dass
es mit Hilfe der Cyranose mdglich ist, fakale VOCs von Patienten mit BPD ab dem 14.
Tag postnatal von den VOCs der gesunden Kontroligruppe zu differenzieren. Eine
Verbindung zu Veranderungen des intestinalen Mikrobioms lie? sich in diesem Rahmen
nicht nachweisen (Berkhout et al., 2018). Diese Differenzierung zwischen Proben von
Kindern mit und ohne BPD im spateren Verlauf gelang im Rahmen der hier vorliegenden
Studie nicht. Welche weiteren Einflussfaktoren, wie beispielsweise die Umstellung der
Ernahrung von Muttermilch auf Formula oder Medikamente wie Antibiotika, eine Rolle in
der Veranderung der VOCs Uber den Stuhlproben spielen ist noch nicht abschliel3end
geklart und bedarf weiterer Untersuchungen. Es konnte bereits Anhalt dafir gefunden
werden, dass sich die VOCs der Stuhlproben von mit Muttermilch oder Formula
erndhrten Kindern unterscheiden (EI Manouni El Hassani et al., 2018). Des Weiteren
konnten Berkhout et al. in einer Studie nachweisen, dass die VOCs von fakalen Proben
deutlich je nach Art der Probengewinnung, Dauer der Lagerung und Temperatur der
Probe differieren und empfehlen, zunachst eine standardisiete Methode der
Probengewinnung und Verarbeitung zu entwickeln, bevor die Technologie der

elektronischen Nase weiter genutzt werden kann (Berkhout et al., 2017).
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Zusammenfassend konnten mittels der im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten
Untersuchungen Hinweise darauf gefunden werden, dass mittels Cyranose zwischen
Smellprints des Urins, Stuhls und Trachealaspirats zwischen Friihgeborenen ohne und

mit sich im Verlauf entwickelnder BPD differenziert werden kann.

4.3 Starken und Schwachen der Arbeit

Eine Limitation der Arbeit liegt in der Fallzahl bzw. Probenanzahl. Die hier vorliegende
Studie ist eine Pilotstudie als Machbarkeitsstudie an einer kleinen Zahl von Kindern.
Bereits anhand der untersuchten Stichprobe von Friihgeborenen konnte die Machbarkeit
gezeigt werden. Um Rickschlisse auf die Grundgesamtheit aller Friihgeborenen ziehen
zu kdnnen, sind weitere und grofRere Studien mit einer deutlich héheren Probenanzahl
noétig. Je hoher die Probenanzahl, also je sicherer die Referenzdatenbank, desto hoher

ist der CVV fur die darauffolgende klinische Anwendung.

Des Weiteren ist die zweidimensionale Darstellung der Punktwolken in den verwendeten
Abbildungen als Schwache der vorliegenden Arbeit zu benennen. Eine dreidimensionale
Abbildung ware winschenswert, um die Abbildungen drehen und die Punktwolken aus
unterschiedlichen Perspektiven sehen zu kdénnen. Zum Zeitpunkt der statistischen
Auswertung stand kein System zur Verfigung, das eine solche Darstellung hatte
ermoglichen kdnnen. Daher kann die Interpretation der Abbildungen nur in Kombination
mit den rechnerisch ermittelten MaRen der Mahalanobisdistanz (Maf3 fir den Abstand
zweier Punktwolken) und des Kreuzvalidierungswerts (Wahrscheinlichkeit der korrekten
Zuordnung) erfolgen. Den 32-dimensionalen Raum der Smellprints kénnen die
Abbildungen nur ungeniigend abstrahieren. Zudem ist ein Vergleich der Abbildungen
miteinander aufgrund der unterschiedlichen Skalen erschwert. Trotz der Limitationen
bieten die Abbildungen einen Eindruck der Punktwolken in einem zweidimensionalen

Raum.

Eine weitere Schwache der Studie ist, dass mehrfache Tests an einem Datensatz
durchgefthrt wurden. Durch das mehrfache Nutzen des gleichen Datensatzes gab es
eine Uberschneidung zwischen den zwei verschiedenen Fragestellungen bzw.
untersuchten Erkrankungen. Im Rahmen dieser Studie gab es ein Frihgeborenes,
welches an einer akuten systemischen Infektion erkrankte und spater eine BPD

entwickelte. Welche Auswirkungen dies auf die Smellprints hat, ist nicht klar.

Wie bereits an anderen Stellen dargestellt ist eine Schwache der Arbeit, dass die
Gewinnung von Trachealaspirat nur bei intubierten Kindern mdglich ist. Der Vergleich

mit einer gesunden Kontrollgruppe ist deshalb nicht mdglich.
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Da alle Proben durch wechselndes medizinisches Personal gewonnen wurden, ist eine
zusatzliche Schwache der Arbeit, dass die Adhdrenz an die jeweilige SOP zur

Probengewinnung nicht Uberprifbar ist.

Eine Starke dieser Studie ist, dass die Verarbeitung der Proben sowie die Messung und
Auswertung der Daten von nur einer Person erfolgten, so dass sichergestellt werden
konnte, dass alle Proben im Labor einheitlich untersucht wurden. Zudem erfolgte die
Messung der Proben nur einmalig, da Mayor et al. nachweisen konnten, dass eine
mehrfache Testung der gleichen Stuhlprobe zu signifikanten Veranderungen in der
Intensitat der VOCs fihrt (Mayor et al., 2014).

Des Weiteren ist eine Starke der hier vorliegenden Untersuchung die Vergleichbarkeit
innerhalb der Arbeitsgruppe. Wie in der Studie von Rogosch et al. und im Hinblick auf
nachfolgende Studien der Arbeitsgruppe wurde die SOP zur Gewinnung von
Trachealaspirat beibehalten und die Messung mittels elektronischer Nase in identischer
Weise zur Vorgangerstudie durchgefiihrt (Rogosch et al., 2014; Herrmann, 2019). So
kénnen die ermittelten Daten auch fiur weitere Studien dieser Arbeitsgruppe zur

Verfligung stehen und sind miteinander vergleichbar.

Eine weitere Starke der Studie liegt in ihrem prospektiven Ansatz. Durch den nicht-
interventionellen, prospektiven Ansatz kam es zu keiner zusatzlichen Belastung der

Patienten und die erhobenen Daten konnten zielgerichtet gewonnen werden.

Da es bisher keine vergleichbaren Studien zu den Biosamples Urin und Speichel zur
Detektion von akuten systemischen Infektionen sowie zur Pradiktion der BPD gibt, ist als

weitere Starke dieser Studie ihre Originalitat zu nennen.

4.4 Ausblick

Die Cyranose bietet als nicht-invasives, kostenglnstiges und schnelles
Diagnostikinstrument grof3es Zukunftspotenzial. Mittels Cyranose kénnen VOCs uber
einer Probe erfasst und zu einem Smellprint, einer Art Fingerabdruck der jeweiligen
Probe, zusammengefasst werden. Eben diese VOCs sollen sich bei Anderungen der
Homoostase des Korpers, wie beispielsweise bei einer Entziindungsreaktion, verandern.
Diese Veranderungen, die man sich bei der Diagnostik mittels Cyranose zu Nutze
machen mochte, flhren jedoch auch zu Herausforderungen. Da die ermittelten
Smellprints ein gemeinsames Abbild aller VOCs Uber der Probe darstellen, nehmen

neben krankheitsspezifischen Veranderungen auch exogene Faktoren einen Einfluss.

Mittels der hier vorliegenden Studie konnten Hinweise darauf gefunden werden, dass

anhand der Smellprints von Urin-, Stuhl- und Trachealaspiratproben zwischen Proben
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von Fruhgeborenen mit und solchen ohne einer akuten systemischen Infektion
differenziert werden kann. Dies gelang anhand von Urin und Trachealaspirat jedoch nur,
bevor eine antibiotische Therapie eingeleitet wurde. Ebenfalls gelang es, anhand von
VOCs zwischen innerhalb der ersten 14 Lebenstage gewonnenen Urin-, Stuhl- und
Trachealaspiratproben Frihgeborener ohne und mit sich entwickelnder BPD zu
unterscheiden. Die Treffsicherheit einer korrekten Zuordnung von Proben zu den
jeweiligen Gruppen war im Rahmen der hier durchgefihrten Untersuchungen noch
gering, die Ergebnisse ermutigen jedoch zu weiterer Forschung in der Zukunft. Bis zur
etwaigen Etablierung einer Routine fir den klinischen Alltag sind noch zahlreiche und
groliere Studien nétig, um einerseits mittels einer héheren Fallzahl reprasentative Daten
zu generieren und andererseits, um den Einfluss einzelner exogener Faktoren auf die
Smellprints zu identifizieren. Fir die Vergleichbarkeit von Studien ware zukilinftig eine
vereinheitlichte Methode zur Gewinnung von Bioproben wiinschenswert (Berkhout et al.,
2016). Zudem sollten die ermittelten Ergebnisse in gezielten Studien auf ihre
Reproduzierbarkeit untersucht werden. Auch die genaue Detektion einzelner VOCs,
beispielsweise mittels lonenmobilitdtsspektronomie, kdnnte ein Ziel flr erneute Studien
sein und gegebenenfalls krankheitsspezifische VOCs identifizieren (Berkhout et al.,
2016). Zuletzt konnte der technische Fortschritt mit Entwicklung neuer Sensoren fur die

elektronische Nase die Genauigkeit der Methode weiter verbessern (Capelli et al., 2016).

5. Zusammenfassung
5.1 Zusammenfassung

Jedes Jahr kommen in Deutschland rund 60.000 Kinder als Fruhgeborene zur Welt,
1,3 % von ihnen gelten mit einem Geburtsgewicht von < 1500 g als sehr kleine
Fruhgeborene (IQTIG, 2021). Zu den haufigsten Grunden fur Mortalitdt in diesem
Patientenkollektiv gehéren akute systemische Infektionen sowie chronische
Atemwegserkrankungen wie die bronchopulmonale Dysplasie (BPD), welche europaweit
mit einer Inzidenz von 10-25 % aller sehr kleinen Frihgeborenen auftritt (Gortner et al.,
2011). Diese beruht auf einer durch die Fruhgeburt bedingten gestorten
Lungenentwicklung in Kombination mit pra- und postnatal einwirkenden Noxen, welche
eine Entziindungreaktion hervorrufen. Besonders aufgrund der grof3en Vulnerabilitat von
Fruhgeborenen ist die moglichst frihe Diagnose einer akuten systemischen Infektion
sowie Pradiktion der BPD fur den klinischen Verlauf der Erkrankungen und die Prognose
des Fruhgeborenen entscheidend. Die Etablierung einer geeigneten Methode zur
gezielten Frihdiagnose und Pradiktion von Erkrankungen bei Frihgeborenen stellt die
medizinische Forschung vor eine grofle Herausforderung. Durch Voruntersuchungen

konnte gezeigt werden, dass die elektronische Nase (Cyranose), ein elektronisches
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Aquivalent zum biologischen Geruchssinn, méglicherweise als neues und nicht-
invasives Diagnostiktool in der Neonatologie einsetzbar ist. Diese ist in der Lage, volatile
organische Substanzen (volatile organic compounds, VOCs) Uber einer Probe zu
detektieren und zu einem ,Smellprint®, einer Art Fingerabdruck der jeweiligen Probe,
zusammenzufassen. Diese Smellprints kénnen daraufhin statistisch miteinander
verglichen werden. Das Ubergeordnete Ziel dieser Studie war es, zu untersuchen, ob
mittels Cyranose zwischen Proben von Frihgeborenen mit und ohne sich entwickelnder
BPD und Frihgeborenen mit und ohne akuter systemischer Infektion differenziert
werden kann. Da besonders nicht-invasiv gewonnene Proben fir die potenzielle
klinische Nutzung interessant sind, wurden Urin-, Stuhl-, Speichel- und
Trachealaspiratproben untersucht. Zu diesem Zweck wurden 21 Frihgeborene des
Universitatsklinikums Marburg Uber einen Zeitraum von sechs Wochen postnatal oder
bis zum Zeitpunkt ihrer Entlassung aus der stationaren Behandlung beobachtet. Wenn
moglich, wurden woéchentlich Urin, Stuhl und Speichel sowie im Rahmen der
Erstintubation, kurz vor der Extubation oder bei klinischer Indikation zum Absaugen
Trachealaspirat gewonnen. Diese Proben wurden daraufhin mittels Cyranose untersucht
und durch eine lineare Diskriminanzanalyse statistisch miteinander verglichen. Hierbei
konnte anhand von Trachealaspirat-, Urin- und Stuhlproben zwischen Smellprints von
Kindern mit und ohne einer akuten systemischen Infektion sowie mit und ohne sich
entwickelnder BPD differenziert werden. Die im Rahmen dieser Dissertation
durchgefihrte Pilotstudie konnte die Machbarkeit bestatigen und wichtige Ergebnisse
liefern, welche nun mittels grélRerer Studien Uberprift werden missen.
Zusammenfassend ermutigen die in dieser Arbeit gefundenen Hinweise zu weiterer
Forschung, um das Potenzial der Cyranose zur Frihdiagnose akuter systemischer
Infektionen und Pradiktion der BPD bei Frihgeborenen anhand von Urin-, Stuhl- und

Trachealaspiratproben weiter zu untersuchen.

5.2 Abstract

Every year approximately 60,000 children are born prematurely in Germany, 1.3 % of
whom are considered very small preterm infants with a birth weight of < 1500 g (IQTIG,
2021). The most common causes of mortality in this patient population include acute
systemic infections as well as chronic respiratory diseases such as bronchopulmonary
dysplasia (BPD), which has an incidence of 10-25 % of all very small preterm infants
across Europe (Gortner et al., 2011). This is due to a disturbed lung development caused
by the premature birth in combination with pre- and postnatally acting noxae, which
cause an inflammatory reaction. Especially due to the high vulnerability of preterm

infants, the earliest possible diagnosis of acute systemic infection as well as prediction
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of BPD is crucial for the clinical course of the diseases and the prognosis of the preterm
infant. The establishment of a suitable method for targeted early diagnosis and prediction
of diseases in preterm infants is a major challenge for medical research. Preliminary
studies have shown that the electronic nose (cyranose), an electronic equivalent to the
biological sense of smell, may be applicable as a new and non-invasive diagnostic tool
in neonatology. The cyranose is able to detect volatile organic compounds (VOCs) over
a sample and aggregating them into a "smellprint", a kind of fingerprint of the sample.
These smellprints can then be statistically compared with each other. The overall aim of
this study was to investigate whether the cyranose can be used to differentiate between
samples from preterm infants with and without developing BPD and preterm infants with
and without acute systemic infection. Because noninvasively obtained samples are of
particular interest for potential clinical use, urine, stool, saliva, and tracheal aspirate
samples were examined. For this purpose, 21 premature infants of the University
Hospital Marburg were observed over a period of six weeks postnatally or until the time
of their discharge from inpatient treatment. When possible, urine, stool, and saliva were
obtained weekly, as well as tracheal aspirate during initial intubation, shortly before
extubation, or when clinically indicated for aspiration. These samples were then analyzed
by the cyranose and statistically compared by linear discriminant analysis. Here, tracheal
aspirate, urine, and stool samples could be used to differentiate between smellprints
from children with and without an acute systemic infection and with and without
developing BPD. The pilot study conducted as part of this dissertation was able to
confirm the feasibility and provide important results, which now need to be verified by
means of larger studies. In summary, the evidence found in this work encourages further
research to investigate the potential of the cyranose to detect acute systemic infections

and predict BPD in preterm infants using urine, stool, and tracheal aspirate samples.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften

BE Base Exess

BPD bronchopulmonale Dysplasie

CcbC Center of Disease Control

CoNS Koagulase-negative Staphylokokken

COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung

CRP C-reaktives Protein

CTL zytotoxische T-Zelle

Ccw Kreuzvalidierungswert

Cyranose elektronische Nase

DAMPs Damage-associated molecular patterns

ELBW infant extremely low birth weight infant (Geburtsgewicht
<1000 g)

FiO2 Inspiratorische Sauerstofffraktion

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IFN-y Interferon-y

MHD Mahalanobisdistanz

NaCl Natriumchlorid

NEC nekrotisierende Enterokolitis

NEO-KISS neonatologisches Krankenhaus-Infektions-
Surveillance-System

NF-kB Nuclear Factor kappa B

NIH National Institute of Health

PAMPs Pathogen-associated molecular patterns

PRR Pattern-Recognition-Receptor

rm

revolutions per minute
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SIRS septic inflammatory response syndrome

SOP Standard Operating Procedure

SSW Schwangerschaftswoche

Th T-Helferzelle

TNF-a Tumornekrosefaktor- a

Treg regulatorische T-Zelle

VOCs volatile organic compounds

VLBW infant very low birth weight infant (Geburtsgewicht <

1500 g)
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7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1

Abbildung 2

Abbildung 3

Abbildung 4

Abbildung 5

Abbildung 6

Abbildung 7

Neo-KISS-Kriterien einer Sepsis durch nosokomiale Infektion,
modifiziert nach (Ussat et al., 2015; NRZ, 2017; AWMF, 2021;)

Die Phasen der pulmonalen Entwicklung, modifiziert nach
(Rivera et al., 2016)

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von Speichelproben Frihgeborener mit (inf*) und
ohne (inf) akuter Infektion, unabhangig von einer antibiotischen
Therapie; dquivalent der statistischen Ergebnisse sind die
Punktwolken in dieser Darstellung nicht voneinander
differenzierbar (MHD: 1,071, CVV: 49,06 %)

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von Trachealaspiratproben Friihgeborener ohne
(inf’) und mit (inf*) akuter systemischer Infektion, noch vor
Einleitung einer antibiotischen Therapie (abx’); aus diesem
Blickwinkel kénnen die Gruppen anhand der Abbildung
aquivalent der statistischen Ergebnisse voneinander differenziert
werden (MHD: 2,055, CVV: 31,25 %)

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von Urinproben Frihgeborener mit (inf*) und
ohne (inf) akuter Infektion, unabhangig von einer antibiotischen
Therapie; anhand der Abbildung ist aquivalent der statistischen
Ergebnisse keine Differenzierung zwischen den Gruppen moglich
(MHD: 1,262, CVV: 47,44 %)

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von Stuhlproben Friihgeborener ohne akute
Infektion (inf) und mit (abx™) bzw. ohne (abx’) antibiotischer
Therapie; aus dem hier gezeigten zweidimensionalen Blickwindel
ist eine Differenzierung zwischen den Gruppen anhand der
Abbildung nur bedingt mdglich (MHD: 2,51, CVV: 53,29 %)

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von Speichelproben Frihgeborener mit (BPD)
und ohne (no BPD) BPD; eine Differenzierung zwischen den
Gruppen ist aquivalent der statistischen Ergebnisse auch anhand
der Abbildung nicht méglich (MHD: 1,185, CVV: 48,12 %)
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Abbildung 8

Abbildung 9

Abbildung 10

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von frih im Verlauf gewonnenen
Trachealaspiratproben Friihgeborener mit (BPD 1) bzw. ohne (no
BPD 1) sich entwickelnder BPD; der in der Abbildung dargestellte
Abstand zwischen den Punktwolken ist kongruent zu dem
ermittelten statistischen Ergebnis (MHD: 2,067, CVV: 59,52 %)

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von frih im Verlauf gewonnenen Urinproben
Frihgeborener mit (BPD 1) bzw. ohne (no BPD 1) sich
entwickelnder BPD; aus dem hier geziegten zweidimensionalen
Blickwinkel ist eine Differenzierung der Gruppen nur bedingt
moglich (MHD: 2,074, CVV: 59,18 %)

Zweidimensionale Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse
der Smellprints von Stuhlproben Frihgeborener mit (BPD) und
ohne (no BPD) BPD; Anhand der Abbildung ist eine
Differenzierung zwischen den Punktwolken aquivalent zu dem
ermittelten statistischen Ergebnis nicht moglich (MHD: 1,647,
CVV: 62,5 %)
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7.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1

Tabelle 2

Tabelle 3
Tabelle 4
Tabelle 5
Tabelle 6

Tabelle 7

Tabelle 8

Tabelle 9

Tabelle 10

Tabelle 11

Tabelle 12

Gruppeneinteilung der Frihgeborenen im Hinblick auf das
Vorliegen einer akuten systemischen Infektion sowie einer

antibiotischen Therapie

Gruppeneinteilung der Friihgeborenen im Hinblick auf die

Entwicklung einer BPD und den Zeitpunkt der Probenentnahme
Liste der verwendeten Materialien, Gerate und Software
Zeitplan zur Probengewinnung je nach Bioprobe
Charakterisierung der Frihgeborenen

Zahl und Art der Bioproben pro Kind

Anzahl der Proben nach Gruppeneinteilung in Proben von
Frihgeborenen mit und ohne akuter systemischer Infektion und
gleichzeitig vorliegender sowie nicht vorliegender antibiotischer

Behandlung

Anzahl der Proben nach Gruppeneinteilung in Proben von
Frihgeborenen mit und ohne bronchopulmonale Dysplasie,

sowie dem Zeitpunkt der Probenentnahme

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Speichelproben anhand des Vorliegens einer akuten
systemischen Infektion und einer gleichzeitigen antibiotischen

Therapie mittels Cyranose

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Trachealaspiratproben anhand des Vorliegens einer akuten
systemischen Infektion und einer gleichzeitigen antibiotischen

Therapie mittels Cyranose

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Urinproben anhand des Vorliegens einer akuten systemischen
Infektion und einer gleichzeitigen antibiotischen Therapie mittels

Cyranose

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Stuhlproben anhand des Vorliegens einer akuten systemischen
Infektion und einer gleichzeitigen antibiotischen Therapie mittels

Cyranose
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Tabelle 13

Tabelle 14

Tabelle 15

Tabelle 16

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Speichelproben Friihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie

bezuglich des Zeitpunkts der Probengewinnung

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Trachealaspiratproben Friihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie

bezuglich des Zeitpunkts der Probengewinnung

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Urinproben Friihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie bezlglich

des Zeitpunkts der Probengewinnung

Statistische Ergebnisse der Untersuchungen der Smellprints von
Stuhlproben Frihgeborener mit bzw. ohne BPD sowie bezliglich

des Zeitpunkts der Probengewinnung
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7.4 Standard Operating Procedures (SOPs)
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SOP ,,Gewinnung von Urinproben bei Friihgeborenen*

1. Zeitpunkt der Gewinnung:
- jeden Donnerstag fur 6 Wochen (parallel zur routinemafligen Uringewinnung)

2. Methodik der Gewinnung von Urinproben
- fir die Studie werden gesammelt: alle Urinproben parallel zur routinemaigen Urinsammlung

mittels Urinbeutel 1x/ Woche
- eine Person
- zusatzliches Probenréhrchen bereitlegen

- Urinbeutel vorsichtig I6sen, neben den routinemafig entnommenen Proben mindestens 2 ml

Urin in das zusatzliche Rohrchen flllen

3. Probenverarbeitung
- Réhrchen mit Patientennamen, Datum, Uhrzeit beschriften

- Réhrchen bei 4 °C im Kihlschrank lagern

- Information Labor: Frau Stohr, Frau Jennemann. Tel. 64247, Email neonatologie-

labor@med.uni-marburg.de
Oder lena.feldhaus@freenet.de 017632609562

- taglich um 7:30 Uhr prifen Frau Stéhr, Frau Jennemann oder Lena Feldhaus, ob neue Proben

vorliegen
- Probe wird ins Labor geholt, erfasst, pseudonymisiert (Vergabe eines Nummernschlissel)
- Aliquotierung in pseudonymisierte Eppendorfgefalie mit jeweils 0,5 ml Urin
- Lagerung der Proben im Labor bei -20 °C

- Messung mittels Cyranose im Labor
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SOP ,,Gewinnung von Stuhlproben bei Frithgeborenen*

1. Zeitpunkt der Gewinnung:
- jeden Donnerstag fiir 6 Wochen

2. Methodik der Gewinnung von Stuhlproben
- fir die Studie werden gesammelt: Stuhlproben fiir 6 Wochen 1x/ Woche

- eine Person
- Stuhlprobenréhrchen bereitlegen
- Windel vorsichtig 6ffnen

- Stuhlprobe aus hinterem Teil der Windel mittels Spatel entnehmen, mdglichst nicht die Windel

bertihren

- Stuhlprobe in Probenréhrchen geben

3. Probenverarbeitung
- Réhrchen mit Patientennamen, Datum, Uhrzeit beschriften

- Réhrchen bei 4 °C im Kuhlschrank lagern

- Information Labor: Frau Stéhr, Frau Jennemann. Tel. 64247, Email neonatologie-

labor@med.uni-marburg.de
Oder lena.feldhaus@freenet.de 017632609562

- taglich um 7:30 Uhr prufen Frau Stdhr, Frau Jennemann oder Lena Feldhaus, ob neue Proben

vorliegen
- Probe wird ins Labor geholt, erfasst, pseudonymisiert (Vergabe eines Nummernschlissel)
- Mengenbestimmung mittels wiegen

- Aliquotierung in pseudonymisierte 2 ml Eppendorfgefalde: je 0,2 g Stuhlprobe abwiegen, 0,1
ml NaCl 0,9 % L6sung zugeben und fur drei Sekunden in einer Minizentrifuge zentrifugieren,

dann fir finf Sekunden im Vortexer vermischen
- Lagerung der Proben im Labor bei -20 °C

- Messung mittels Cyranose
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SOP ,,Gewinnung von Speichelproben bei Neugeborenen“

1. Zeitpunkt der Gewinnung:

- jeden Montag fiir 6 Wochen

2. Methodik der Gewinnung von Speichelproben
- fir die Studie werden gesammelt: Speichelproben vor der nachsten Mahlzeit
- eine Person
- bereitlegen:
- Wattestdbchen NOBA Verbandsmittel Danz GmbH u. Co., Wetter
- Cellstar Tube (15 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
- Wattestabchen fir 10 Minuten in die Wangentasche des Kindes einfiihren

- Wattestabchen in das Cellstar Tube geben und verschlieRen

3. Probenverarbeitung
- Réhrchen mit Patientennamen, Datum, Uhrzeit beschriften

- Réhrchen bei 4 °C im Kuhlschrank lagern

- Information Labor: Frau Stohr, Frau Jennemann. Tel. 64247, Email neonatologie-

labor@med.uni-marburg.de

Oder lena.feldhaus@freenet.de 017632609562

- taglich um 7:30 Uhr prufen Frau Stdhr, Frau Jennemann oder Lena Feldhaus, ob neue Proben

vorliegen

- Probe wird ins Labor geholt, erfasst, pseudonymisiert (Vergabe eines Nummernschlissel)

- Extraktion des Speichels durch Zentrifugieren: Das Wattestdbchen wird in ein 1,5 ml

Reaktionsgefal® mit abgetrenntem Boden eingebracht, dieses wird wiederum in das 15 ml

Probenréhrchen Gberfiihrt und bei 4000 rpm und 23 °C fir 10 Minuten zentrifugiert
- Aliquotierung in pseudonymisierte Eppendorfgefalie
- Lagerung der Proben im Labor bei -20 °C

- Messung mittels Cyranose



94

SOP ,,Gewinnung von Trachealaspirat bei Frilhgeborenen“
Aquivalent der Vorgéngerstudie (Rogosch et al., 2014; Herrmann, 2019)
1. Zeitpunkt der Gewinnung:
- zum Zeitpunkt der ersten Intubation
- wenn die Extubation unmittelbar bevorsteht

- wenn es klinische Hinweise auf einen Sekretverhalt gibt

2. Methodik der Gewinnung von Trachealaspiratproben

- fir die Studie werden gesammelt: Alle Trachealaspirate der ersten Intubation, Trachealaspirat

vor Extubation, jedes Trachealaspirat das im Rahmen des Absaugens gewonnen werden kann

- zwei Personen

- Lange des Tubus am Absaugkatheter markieren (korrekte Einfihrtiefe)

- Sekretfalle in den Absaugschlauch einfligen

- 0,5 ml NaCl 0,9 % Losung steril in einer 2 ml Spritze aufziehen

- Vitalparameter (Sa02, Herzfrequenz) des Kindes missen im Zielbereich liegen

- Person 1 dekonnektiert den Respirator und gibt rasch die 0,5 ml NaCl 0,9 % L&sung in den
Tubus

- Person 1 konnektiert den Respirator oder einen Beatmungsbeutel und gibt 2 Atemziige
- Person 1 dekonnektiert den Respirator oder den Beatmungsbeutel

- Person 2 fihrt den Katheter in den Tubus ein und saugt das Sekret ab

- Person 1 konnektiert den Respirator

- Auskultation, Palpation: falls noch Sekretverhalt vorhanden, Vorgang wiederholen

3. Probenverarbeitung
- Réhrchen mit Patientennamen, Datum, Uhrzeit beschriften
- Réhrchen bei 4 °C im Kuhlschrank lagern

- Information Labor: Frau Stéhr, Frau Jennemann. Tel. 64247, Email neonatologie-

labor@med.uni-marburg.de

Oder lena.feldhaus@freenet.de 017632609562

- taglich um 7:30 Uhr prufen Frau Stdhr, Frau Jennemann oder Lena Feldhaus, ob neue Proben

vorliegen

- Probe wird ins Labor geholt, erfasst, pseudonymisiert (Vergabe eines Nummernschlissel)
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- Mengenbestimmung mittels wiegen
- Aliquotierung in pseudonymisierte Probenréhrchen mit jeweils 0,5 ml Trachealaspirat
- Lagerung der Proben im Labor bei -20 °C,

- Messung mittels Cyranose
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