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Zusammenfassung

Hintergrund:

Die medizinische Versorgung von Frahgeborenen verlangt bezlglich Pravention
bestimmter Erkrankungen und medizinischer Therapie eine besondere Prazision
in der Nutzen-Risiko-Abwagung. Antibiotika gehdren zu den am meisten einge-
setzten Medikamenten in der Neonatologie. Der empirische Einsatz von Antibio-
tika in den ersten Lebenswochen bei Frihgeborenen beeinflusst die Entwicklung
des Mikrobioms.

Im Rahmen der NeoMuniCH-Studie wurde untersucht, inwieweit sich die beiden
Antibiotika-Regime Ampicillin/Cefotaxim und Piperacillin/Tazobactam auf die
Mikrobiomentwicklung bei Fruhgeborenen (< 32. SSW) auswirken. Bei der Am-
picillin/Cefotaxim-Gruppe wurde zusatzlich noch untersucht, ob die unterschied-
liche Dauer der Wirkstoffgabe Auswirkungen auf das Mikrobiom hat.

Material und Methoden:

Bei der NeoMuniCH-Studie handelt es sich um eine prospektive Beobachtungs-
studie, die an den beiden Perinatalzentren des LMU Klinikums Munchen von
01/2017 bis 01/2019 durchgefuhrt wurde. Aufgenommen wurden Frihgeborene,
die vor der 32. SSW in einem der beiden Perinatalzentren geboren worden sind
und bei denen die Eltern innerhalb von 72h ab Geburt das Einverstandnis zur
Studienteilnahme gaben. Der Aufbau der Studie gliederte sich in (1) Aufbau einer
Stuhlproben-Biobank (2) Aufbau einer Datenbank durch Dokumentation der Kli-
nischen Daten (3) Mikrobiomuntersuchung (4) Verarbeitung der Sequenzierdaten
und (5) Biostatistische Auswertung.

Ergebnisse:

Wir konnten zeigen, dass unter Antibiotikatherapie die Abnahme von Shannon
und Richness in der 2. Lebenswoche am starksten ist.

Die PipTaz-Gruppe hatte in den betrachteten Lebenswochen (1/2, 3/4 und 7/8)
eine signifikant hdhere Richness. Die PipTaz-Gruppe hatte im Beobachtungszeit-
raum den hoheren Shannon-Index mit einem Durchschnittswert von 8.7 im Ver-
gleich zur Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe mit 6.3 (p=0.0002).

Bei der Untersuchung der Taxonomie in den beiden Antibiotika-Schemata wah-
rend des Beobachtungszeitraumes konnten wir eine vergleichbare Dominanz der
Enterobactericeae mit 42.75% (A/C-Gruppe) und 45.60% (P/T-Gruppe) nachwei-
sen. Einen grossen Anteil in beiden Gruppen hatten allerdings auch die Staphy-
lokokken und Enterokokken. Der Anteil der Bifidobacteriaceae war in beiden
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Gruppen sehr gering: In der A/C-Gruppe lag der Anteil bei 2.98%, in der P/T-
Gruppe bei 1.25%.

Bezuglich Shannon und Richness gab es bezuglich der Antibiotikagabe-Dauer
derjeniger Kinder, die ausschliesslich A/C erhielten, im Gesamtbeobachtungs-
zeitraum keinen signifikanten Unterschied (p>0.05).

Unabhangig von der Dauer der Antibiotika-Gabe in der A/C-Gruppe konnte ge-
zeigt werden, dass in den ersten 4 Lebenswochen Enterobacteriaceae und
Staphylococcaceae die dominanten Gruppen im Mikrobiom waren. Ausschliess-
lich in Woche 1 zeigte die 3 Tage-Gruppe eine andere Dominanz (Staphylococ-
caceae) als die 4/5 und 6+ Tage-Gruppe (Enterobacteriaceae). In den weiteren
Wochen war die Dominanz gleich mit Staphylokokken in Woche 2 und Entero-
bacteriaceae in Woche 3/4.

Wir konnten herausarbeiten, dass in der Gruppe, die ausschliesslich mit PipTaz
behandelt wurde der grossere Anteil der Stuhlproben in der Proteobacteriaceae-
Dominanzgruppe lag, bei der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe war der Anteil der
Stuhlproben in der Firmicutes- und Proteobacteriaceae-Dominanzgruppe unge-
fahr gleich gross.

Schlussfolgerung:

In dieser Studie wurden die Auswirkungen der unterschiedlichen Antibiotikare-
gime Ampicillin/Cefotaxim und Piperacillin/Tazobactam auf das Mikrobiom von
Frahgeborenen < 32. Schwangerschaftswoche analysiert und mit den aktuellen
Forschungsergebnissen verglichen.

Unsere Studie konnte zeigen, dass die P/T-Gruppe eine signifikant héhere Rich-
ness und einen héheren Shannon-Index im Vergleich zur A/C-Gruppe aufwies.
Wir konnten zeigen, dass unabhangig von den Antibiotika-Regimen potentiell pa-
thogene Bakterien eine Dominanz im Mikrobiom zeigten.

Der Einsatz und die Gabe der Wirkstoffe ist stets unter Nutzen-Risiko-Abwagung
taglich neu zu hinterfragen, nach dem Ziel: Beware antibiotics!
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1. Einleitung

1.1 Das Frihgeborene

Das Fruhgeborene steht im Mittelpunkt dieser Arbeit. Um den Kontext der durch-
gefuhrten Studie in seiner Ganzheit besser fassen zu kdnnen, wird die Frihge-

burt zu Beginn definiert:

1.1.1 Definition der Friihgeburt
In den 1950er Jahren forderte die Expertengruppe zum Thema Friihgeburt der

Weltgesundheitsorganisation in Genf eine einheitliche Klassifikation der Frihge-
borenen, um auf internationaler Ebene eine Fruhgeburten-assoziierte Versor-

gung zu gewahrleisten und dadurch die neonatale Mortalitat zu senken [1]:

1.1.1.1  Definition nach dem Geburtsgewicht

In Genf wurde die Frihgeburt Uberwiegend in Assoziation mit dem Geburtsge-
wicht gebracht: Kinder mit einem Geburtsgewicht < 2500 Gramm wurden als
Frahgeborene bezeichnet [1]. Basierend auf dieser Definition kam es im Laufe
der Zeit zu weiteren gewichtsbezogenen Einteilungen der Frihgeborenen:

Tab. 1: Einteilung der Friihgeborenen nach Geburtsgewicht, in Anlehnung an [2].

1.1.1.2  Definition nach dem Gestationsalter

Bei der Definition nach dem Gestationsalter riickt - ausgedrickt in Schwanger-
schaftswochen [3] — die Organreifebeurteilung des Kindes in den Vordergrund
[2].

Die Weltgesundheitsorganisation greift derzeit auf diese Definitionsart zurlick
und definiert ein Frihgeborenes als ein Kind, das vor der vollendeten 37.

Schwangerschaftswoche lebend geboren wird [4]. Im Laufe der Jahre kam es
auch bei dieser Definition zu weiteren Subgruppen:
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Abb. 1: Einteilung der Frihgeburt nach Gestationsalter, in Anlehnung an [2, 4, 5].

1.1.1.3 Definition nach dem Geburtsgewicht bezogen auf das Gestationsalter

Speer erweitert die oben genannten Definitionen der Frihgeburt und teilt diese
anhand des Kriteriums Geburtsgewicht bezogen auf das Gestationsalter in Form

von Perzentilen ein [2]:

. . Hypotrophes Neugeborenes
Geburtsgewicht < 10. Perzentile _small for gestational age" (SGA)

- ; Hypertrophes Neugeborenes
Geburtsgewicht > 90. Perzentile large for gestational age" (LGA)

Tab. 2: Einteilung der Friihgeburt nach Geburtsgewicht bezogen auf das Gestationsalter, in
Anlehnung an [2].

1.2 Fruhgeburtenrate in Deutschland

Die Frihgeburtenrate in Europa liegt im internationalen Vergleich in der unteren
Zone [6]. Dennoch muss betont werden, dass Deutschland europaweit mit 8,5%
im oberen Bereich liegt [7, 8], im Sektor Fruhgeburten <32. SSW mit 1,3% sogar

zu den fihrenden Landern zahlt [8]:
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Abb. 2: Geographische Verteilung der Friihgeburten unter Lebendgeborenen in Europa [8]. Mit
freundlicher Genehmigung der Verwendung der Grafik durch EuroPersitat.

2018 lag die Geburtenzahl in Deutschland bei 768.458 Kindern (einschliel3lich
der Totgeburten): 64.417 Kinder wurden vor der vollendeten 37. SSW geboren.
[9] Das bedeutet, dass fast jedes 12. Kind in Deutschland unter die Rubrik ,Frih-
geborenes” fallt.

Die nachfolgende Grafik zeigt, dass in Deutschland 2018 der grofte Teil der
Frihgeborenen (8.4%) in die Gruppe der moderaten bis spéten Friihgeborenen
(32.-36. SSW) fallt (6.94%). 0,86% der Fruhgeborenen werden in der 28.-31.
SSW geboren. Obwonhl die extremen Friihgeborenen (< 28. SSW) den geringsten
Anteil in Deutschland mit 0,58% ausmachen, darf diese Zahl nicht vernachlassigt
werden. [9]
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@Reifgeborene  @Frihgeborene 0@32.-36. SSW @28.-31. SSW @<28. SSW

Abb. 3: Anteil der Friihgeburten — definiert nach Gestationsalter — an Geburtenzahl in Deutsch-
land in 2018, in Anlehnung an [9, 10].

Bezieht man sich auf die Verteilung der Frihgeburten anhand des Geburtsge-

wichtes, so ergeben sich folgende Zahlen:

B Geburtsgewicht >=2500g

O Geburtsgewicht <2500¢g

0<2500g niedriges Geburtsgewicht
B<1500g sehr niedriges Geburtsgewicht
B@<1000g extrem niedriges Geburtsgewicht

Abb. 4: Anteil der Frihgeburten — definiert nach Geburtsgewicht — an der Gesamt-Geburtenzahl
in Deutschland in 2018, in Anlehnung an [9, 11].

Insgesamt sind 6,8% der Kinder im Jahre 2018 in Deutschland mit einem Ge-
burtsgewicht < 2500g auf die Welt gekommen. Der grofdte Anteil fallt in die
Gruppe der Kinder mit niedrigem Geburtsgewicht (< 2500g) mit 5.44%. Der Anteil

der Kinder mit sehr niedrigem Geburtsgewicht (< 15009) bzw. extrem niedrigem
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Geburtsgewicht (< 1000g) Geburtsgewicht unterschieden sich nur gering: 0,72%
bzw. 0,66%. [9]

1.3 Risikofaktoren fir eine Friihgeburt

Xue et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass einer Frihgeburt einer von 3 Haupt-

grunden zugrunde liegt:

(1) Medizinische (maternale +/ kindliche) Indikation,
(2) spontane Wehentatigkeit mit intakter Fruchtblase,
(3) vorzeitiger Blasensprung.

Mit 49,3% stellte eine vorliegende medizinische Indikation die dominierende

Gruppe fur eine Frihgeburt dar. [12]

Im Folgenden werden einige Risikofaktoren dargestellt, die dazu beitragen, dass

das Auftreten einer der oben genannten Grunde begunstigt wird:

Der Trend — vor allem in den Industrielandern - geht in Richtung hohes Alter der
Mutter bei Geburt [13, 14]. Das fortgeschrittene Alter der Mutter — definiert als =
35 Jahre [14] — ist ein hoher Risikofaktor fur eine Fruhgeburt: Laopaiboon et al.
zeigten, dass bei einigen Muttern mit einem Alter von 35 Jahren das Risiko fur
eine Fruhgeburt im Vergleich zur Altersgruppe der 20-34-jahrigen Mutter signifi-
kant erhdht war [14]. Voigt et al. konnten sogar aufzeigen, dass ab einem mut-

terlichen Alter von 33 Jahren die Frihgeborenenrate kontinuierlich zunahm [15].

Mit zunehmendem Alter der Mutter sinkt auch deren Fertilitat: Nach Eijkemans et
al. nimmt der Verlust der Fertilitat bis zum 40. Lebensjahr einen langsamen Ver-
lauf, danach ist die Abnahme rasant und unaufhaltsam und verzeichnet im 45.
Lebensjahr einen 90%igen Verlust [16]. Dieser Aspekt tragt zu einer erhéhten
Rate der in Anspruch genommenen Infertilitdtsbehandlungen bei [17, 18]. Nach
Goldenberg et al. liegt in der durch diese Behandlungen provozierten Mehrlings-

geburt ein weiterer Grund flr die steigenden Zahlen der Frihgeburten [19].

Mehrlingsschwangerschaften tragen signifikant zu einem erhéhten Aufkommen
von Fruhgeburten bei: 54% der Zwillingsgeburten waren Frihgeburten [20].
Auch hier spielt das Alter der Mutter eine entscheidende Rolle: Mutter uber 35
haben per se eine hohere Wahrscheinlichkeit fur eine Mehrlingsschwangerschaft
[17].
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Hatte eine Schwangere bereits in der Vergangenheit eine Friihgeburt, besteht
ein bis zu 2,5-faches Risiko einer verfrihten Entbindung flr die nachfolgende

Schwangerschaft [21].

Weitere Risikofaktoren fur eine Fruhgeburt werden in nachfolgender Abbildung

aufgezeigt:

Body Mass Index

[

Hypertonie

\ /
\ Miitterliche Frﬁhgeburt Medizinische |/ |  vaginal-
7 Faktoren ‘ Faktoren infektionen
| ) - \ -
| \ Blut
/ Schwanger- l S
anamnese
1
‘/'//r 77;""\\
Mehrlings- Infertilitats- vorausgegangene
schwangerschaft behandlung Friihgeburt
1 1

Abb. 5: Risikofaktoren der Frihgeburtlichkeit, in Anlehnung an [22].

1.4 Konsequenzen der Frihgeburt

Die Fruhgeburt hat sowohl fur das Kind als auch fur das Gesundheitssystem weit-
reichende Folgen:

1.4.1 Konsequenzen fir das Kind

Mit der Geburt ist das Kind auf die Organfunktionen (v. a. Lunge, Magen-Darm-
Trakt und Infektabwehr) angewiesen, um extrauterin Uberleben zu konnen [23].

Durch die frihzeitige Geburt wird der Prozess der Organreifung unterbrochen,
sodass die einzelnen Organsysteme fiir das extrauterine Uberleben nicht voll-
standig funktionsfahig sind [24]. Dies widerspiegelt sich in dem Auftreten Frih-
geburten-assoziierter Erkrankungen verschiedenster Organsysteme [25].

Die Frihgeburt erhdht jedoch nicht nur die perinatale (Lebenstag 0-27) [26] Mor-
talitat, sondern hat auch einen Einfluss auf die lebenslange Morbiditat der Kinder
[22]: Goldenberg et al. [19] und Weichert et al. [27] verweisen mit ihrer Aussage,
dass Fruhgeburten bis zu 75% zur perinatalen Mortalitat und mehr als die Halfte
zur Langzeitmorbiditat beitragen, auf eine Arbeit von McCormick [26].
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Bezogen auf Deutschland liegen nach Angaben des Instituts fiir Qualitat und
Transparenz im Gesundheitswesen (IQTIG) im Jahr 2017 folgende Zahlen fur die
perinatale Mortalitatsrate vor:

Reifealter in SSW Perinatale Mortalitatsrate

Tab. 3: Perinatale Mortalitatsrate in Abhangigkeit des Reifealters im Jahr 2017 in Deutschland,
in Anlehnung an [9].

1.4.2 Konsequenzen fiir das Gesundheitssystem

Je nach Reifealter des Kindes mussen vermehrt medizinische Unterstutzungs-
moglichkeiten hinzugezogen werden, um die Unreife der Organe zu kompensie-
ren und das Kind bei den Uberlebensnotwendigen Organfunktionen zu unterstut-
zen [24, 28]. Der Faktor Fruhgeburt hat daher einen grofden Stellenwert in der
Belastungsrechnung des Gesundheitssystems [6], und wird als ,Public-Health-
Problem® bezeichnet [22].

Verlangerte Krankenhausaufenthalte [29] und die damit verbundene intensive
Versorgung der zu frih geborenen Kinder belasten das System [30]: Kirschner
et al. nennen als groben Schatzwert einen Kostenmehrwert von 10.553 Euro/Fall
auf DRG-Basis, wenn man die Leistungen an Frihgeborenen den Leistungen an
Reifgeborenen in Niedersachsen vor, wahrend und nach der Geburt (nur 1. und
2. Lebenstag berlcksichtigt) gegenlberstellt [31].

Doch der Kostenfaktor endet nicht mit Entlassung des Kindes. Haufige Re-hos-
pitalisierungen, ambulante Versorgungen und Arztbesuche innerhalb des ersten
Jahres setzen den erhohten Kostenaufwand von Frihgeborenen fort [30]. Die
Belastungen gehen in vielen Fallen sogar lebenslang weiter.

Die finanzielle Belastung fur Gesellschaft durch die Frihgeburten wird in
Deutschland auf 735 Millionen Euro pro Jahr geschatzt [31].

Dieses Kapitel zeigt auf, dass Studien, die neue Erkenntnisse bezuglich der me-
dizinischen Versorgung von Frihgeborenen schaffen, insgesamt sowie im
deutschsprachigen Raum von grof3er Bedeutung sind. Es kann nicht nur eine
grol3e Patientenpopulation von neuen Erkenntnissen profitieren, auch das Ge-
sundheitssystem kann finanziell entlastet werden. Die NeoMuniCH-Studie leistet
daher einen weiteren wichtigen Beitrag, neue Erkenntnisse in Bezug auf die an-
tibiotische Behandlung von Frihgeborenen zu erlangen.
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1.5 Das Mikrobiom

Aus dem letzten Kapitel wird ersichtlich, dass die Frihgeburt fir das Kind und
das Gesundheitssystem in Deutschland belastende Konsequenzen bringt. Es ist
von entscheidender Bedeutung, die medizinische Versorgung dieser kleinen Pa-
tienten in jeglicher Hinsicht kritisch zu prifen und stets zu verbessern, denn die
Pathologie des Frihgeborenen lasst sich als ,Wechselspiel von Morphologie der
Organunreife und Therapie sowie deren Primar- und Sekundarfolgen® [24] dar-
stellen.

Mit dieser Arbeit wird das Hauptaugenmerk im Kontext der Aktualitat auf das Mik-
robiom gelegt. Durch neue Erkenntnisse in diesem jungen Forschungsfeld kon-
nen moglicherweise neue Ansatze aufgezeigt werden, die die Therapie des Kin-
des in Richtung besseres Outcome lenken.

1.5.1 Definition im medizinhistorischen Kontext

Sucht man in der Literatur nach den Urspriingen des Begriffs Mikrobiom, so findet
man diese im Jahre 1988, aufgegriffen von Whipps, Lewis und Cook [32]: Dem
Mikrobiom werden hierbei 3 Schlagworter zugeordnet:

(1) Charakteristische mikrobielle Gemeinschatt,
(2) welche einen bestimmten definierten Lebensraum besetzt und
(3) darin aktiv ist. [33]

Joshua Lederberg, der fur seine Arbeit an der genetischen Mutation von Bakte-
rien einen Nobelpreis erhielt [34], ging noch einen Schritt weiter und setzte bei
seiner Definition von Mikrobiom die genetische Information der Mikroorganismen
in den Mittelpunkt und forderte durch die Integration der Mikrobiota-Gene ins
menschliche Genom eine ganzheitliche Betrachtungsweise [35]. Mittlerweile
spricht man von einem Verhaltnis Genom Mensch zu Genom Mikrobiom von
1:10.000 [36].

Streng genommen muss von der Definition des Mikrobioms, welche den geneti-
schen Aspekt betont [37], der Begriff Mikrobiota getrennt werden. Hierunter ver-
steht man nur die Gesamtheit aller Mikroorganismen (Bakterien, Archaea, Euka-
ryonten und Viren), die einen bestimmten Lebensraum beherbergen. [37, 38]
Beide Begriffe werden jedoch in der Literatur synonym verwendet [32], so auch
in dieser Arbeit. In den Hauptfokus dieser Arbeit ruckt die Betrachtung der bak-
teriellen intestinalen Mikroorganismen.
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1.5.2 Aktueller Stand in der Mikrobiomforschung

Mit seinem Werk ,Die Darmbakterien des Sauglings und ihre Beziehungen zur
Physiologie der Verdauung“ kann der Kinderarzt Theodor Escherich (1857-
1911), der ebenfalls am Dr. von Haunerschen Kinderspital wirkte und an der LMU
habilitierte, als einer der Pioniere der Mikrobiomforschung bei Sauglingen gese-
hen werden [32, 39, 40].

Mit dem Ablosen der kulturellen Nachweismethoden bestimmter Mikroorganis-
men durch die EinflUhrung neuer Analysetechniken in den 1980er Jahren erlebt
die Mikrobiomforschung ihren Aufschwung [35]: Die EinfUhrung des Next-Gene-
ration-Sequencing als Analysemethode hat es ermoglicht, Einblick in die ,Black
Box“ der Mikrobiota-Welt zu erhalten und deren Verhalten und Wachstum anna-
hernd zu verstehen [41]. Die Wissenschaft zeigt Uber die Jahre gesehen wach-
sendes Interesse, mehr Erkenntnisse in diesem Forschungsbereich zu erlangen.
Der nachgewiesene Einfluss eines intakten Mikrobioms auf gesundheitserhal-
tende Vorgange im Korper, geben mittlerweile dem Mikrobiom den Begriff des
Superorgans [35].

Die steigende Anzahl von Publikationen zu dem Thema Mikrobiom wiederspie-
gelt das grofRe Interesse der Forschung [32]. Betrachtet man allerdings die An-
zahl der Gesamtpublikationen zum Thema Mikrobiom und Frihgeborene, so
kann man erkennen, dass flr diese Konstellation weiterhin sehr viel Forschungs-
bedarf besteht:

Fruhgeborene

N
\

Anzahl Publikationen zu Mikrobiom

Anzahl Publikationen zu Mikrobiom UN

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2 015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

[ microbiome —microbiome AND preterm infants

Abb. 6: Gegenulberstellung der Pubmed-Publikationen zu den Begriffen microbiome bzw.
microbiome AND preterm infants (2002-2022) , Stand: 11.02.2023, in Anlehnung an [32].
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1.5.3 Ubersicht der Bakterien

1.6.3.1  Einteilung nach Bakterienstdmmen

Die folgende Einteilung dient als Ubersicht zur besseren Einordnung der in dieser
Arbeit dominierenden Bakterien. Es ist zu betonen, dass diese nicht vollstandig
alle Bakterien abfassen kann, sondern sich lediglich auf die dominierenden und

meist genannten beschrankt.

Actinobacteria Bifidobacteriales l—b Bifidobacterium

!

Bacteroidetes

Bacteroidales I—> Bacteroides

Staphylococcus |

Clostridium I
Enterococcus I
Lactobacillales Lactobacillus I
Streptococcus I
Fusobacteria Fusobacteriales Fusobacterium
Proteobacteria Enterobacteriales Escherichia
Enterobacter

Abb. 7: Mikrobiota-Gattungen im Gastrointestinaltrakt, in Anlehnung an [35, 42].

1.6.3.2  Einteilung nach Milieu

Einige Bakterien sind in ihrem Wachstum bzw. ihrer Uberlebensfahigkeit von der
An- (aerobe/fakultativ-anaerobe Bakterien) bzw. Abwesenheit (anaerobe Bakte-
rien) von Sauerstoff abhangig:
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Anfangsphase: Entwicklungsphase:
Aerobe/fakultativ-anaerobe Bakterien Anaerobe Bakterien

Tab. 4: Haufige aerobe/fakultativ-anaerobe und anaerobe Bakterienstamme in fetalen
Stuhlproben, in Anlehnung an [42-45].

1.5.4 Das gesunde Mikrobiom

1.6.4.1  Definition und Aufgaben eines gesunden Mikrobioms

In den Mittelpunkt der Forschung rlckt derzeit die Frage, was ein gesundes Mik-
robiom beim Neugeborenen ausmacht, welche Bakterienmuster ein gesundes
Mikrobiom aufzeigt [46-48].

Arboleya et al. weisen einem gesunden Mikrobiom bei Neonaten folgende Eigen-
schaften zu:

Ein gesundes Mikrobiom setzt sich aus Mikrobiota zusammen, die das Auftreten
von Infektionskrankheiten verhindern. Sie initiieren ebenfalls bestimmte Signal-
kaskaden und sorgen dafur, dass der Aufbau der Barrierefunktion des Darms und
die Reifung des Immunsystems geférdert werden. [46] Damit wird dem Mikro-
biom eine fundamentale Bedeutung in der Pravention von Krankheiten sowohl in
der Neonatalperiode als auch in der zukunftigen Gesundheit des Kindes zuge-
ordnet.

Es gibt Forschergruppen, die bei der Definition eines gesunden Mikrobioms noch
weiter gehen und die Mikrobiota als eine Art Wachter sehen, die fur das physio-
logische Gleichgewicht zwischen physiologischen und potentiell pathologischen
Darmbakterien sorgen: Das gesunde Mikrobiom tragt dazu bei, dass Keime, wie
zum Beispiel Escherichia coli, Klebsiella spp. oder Clostridiales bei der Darmbe-
siedelung nicht die Uberhand bekommen. [49]

Die Aufrechterhaltung eines intakten Immunsystems, metabolische Aktivitat, Ent-
giftungsfunktion, Energiegewinnung und Etablierung eines intakten Darmmilieus
sind weitere Aufgaben, die den Darmbewohnern zugeordnet werden [35].

Aber welche Bakterienstamme tragen nun zu diesem physiologischen Aufbau
des Darmmilieus und zur zukunftigen Gesundheit des Kindes bei?
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Das Mikrobiom kann als genetischer Fingerabdruck eines jeden Menschen ge-
sehen werden, da kein Mikrobiom dem anderen gleicht [50, 51], wobei Studien
zeigen, dass der interindividuelle Unterschied des Mikrobiommusters mit zuneh-
mendem Alter sinkt [52]. Diese interindividuellen Unterschiede stellen Forscher
vor grofde Herausforderungen, bestimmte Mikrobiommuster zu erkennen, die mit
bestimmten physiologischen oder pathologischen Vorgangen assoziiert werden
konnen [50].

Trotz der Schwierigkeit der Vereinheitlichung bestimmter Mikrobiommuster kris-
tallisieren sich beim Vergleich verschiedener Studien bestimmte Bakterien-
stamme heraus, die mehr oder weniger bei physiologischen Reifungsvorgangen
oder pathologischen Vorgangen dominant sind [53].

Mit diesem Wissen wagen es Arboleya et al. das Mikrobiom eines Reifgebore-
nen, das durch Spontangeburt zur Welt gekommen ist und ausschliefdlich mit
Muttermilch gefuttert wurde, als gesund zu sehen [46].

1.5.4.2  Einflussfaktoren auf die Mikrobiomentwicklung

Mit der nachfolgenden Abbildung sollen einige Einflussfaktoren genannt werden,
die zur Individualitadt des Mikrobioms und letztendlich zur Gesundheit des Kindes
beitragen. Jeder Faktor zeigt einen Touch-Point auf, der Einfluss auf die Entwick-
lung der Darmflora hat. Diese Abbildung fasst sehr gut zusammen, wie schwierig
es ist aufgrund dieser verschiedensten Einflussfaktoren ein Standard-Mikrobiom
zu definieren, was als gesund gilt.

Etablierung des individuellen

Modulation der Mikrobiompragung Mikroblominiators

Prénatal Geburt Postnatal Kindheit
— nicht eindeutige — Geburtsmodus - S\Z:i:g::gnte - IfEarr:;ir;a'rruensl;mgebung
foschunoelage 5 Reiteater — stationares Umfeld — Medikamente

-— Enterotyp Phénotyp _———
|

I Rakiorenting Darm-Mikrobiom
| immunologische
|
|

Erwachsene

Mediatoren

Schlechte Bakterien

i i i i i s i s e i ' i i s s el i i ' il

Abb. 8: Einflussfaktoren auf die Entwicklung des Mikrobiommusters, in Anlehnung an [53-55].
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1.6.4.3 Entwicklungsphasen eines gesunden Mikrobioms

Die Entwicklung der Darmflora des Sauglings beginnt mit der Geburt [56-58] und
kann verschiedenen Phasen zugeordnet werden [59, 60], die aufeinander auf-
bauen [61]:

Stark et al. konnten zeigen, dass sich das Mikrobiommuster innerhalb des ersten
Lebensjahres nahrungsabhangig entwickelt [62]. Damit greifen sie auf die Ein-
teilung bereits friher gewonnener Erkenntnisse aus der Forschung zurtck [63]:

Beschreibung der Verhalten der Bakterienpopulation
Phase in Abhangigkeit von der Ernahrung

Tab. 5: Nahrungsabhangige Phasen der Mikrobiomentwicklung, in Anlehnung an [62, 63].

Auf der anderen Seite erzeugen die einzelnen Bakterienstamme durch ihren
Stoffwechsel ein Darmmilieu, das wiederum das Wachstum diverser Mikrobiota
reguliert [58].

Auf Grundlage dieses Wissens wird im folgenden Abschnitt auf die phasentypi-
schen, dominierenden Bakterienstamme eingegangen:

1.5.4.3.1 Phase 1: Erste bakterielle Inokulation

Mit der Geburt und dem damit verbundenen Durchtritt des Kindes durch den Ge-
burtskanal, kommt das Kind mit der vaginalen [58] und fakalen [55] Flora der
Mutter in BerUhrung. Die matterliche Bakterienflora und das sich anschlieRende
Umgebungsfeld des Kindes stellen die Basis dar, auf der sich die kindlichen Mik-
robiota nahrungsabhangig und auf Grundlage der naturlichen Selektion durch
das intestinale Milieu, das durch die dominierenden Bakterienstamme selbst er-
zeugt wird, weiterentwickeln kann [43, 44].

Enterobacteriaceae — darunter vor allem Escherichia coli — und Streptokokken
stellen in den ersten beiden Lebenstagen die dominierenden Bakterienspezies
dar [49, 62, 64]. Wahrend die Dominanz dieser beiden Gattungen nach Erreichen
des Maximalwertes innerhalb der ersten beiden Lebenstage abnimmt, etablieren
sich anaerobe Bakterienstamme [49]: Neben Bifodobakterien als dominierender
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anaerober Stamm [49], finden sich nur in geringen Zahlen Bacteroides, Clostri-
dien und Lactobacillen [65]. Am Ende der ersten Lebenswoche stehen Bifidobak-
terien zu Enterobacteriaceae in einem Verhaltnis von 1000:1 [64].

Wie kann man sich diese Entwicklung erklaren?

In den ersten Lebenstagen konnten Grtte et al. im Stuhl der Neugeborenen ein
positives Oxidations-Reduktionspotential nachweisen: Werte von +175 +14mV
(SD) [66] lassen auf das Vorhandensein von Darmbakterien zurtckschliel3en, die
uberwiegend sauerstoff-abhangigen Stoffwechsel betreiben [45] und in diesem
Milieu gut wachsen [58].

Durch Stoffwechselvorgange der Bakterien wird allerdings Sauerstoff verbraucht
[45, 67]. Damit limitieren die Bakterien der Anfangsphase das Sauerstoffangebot
und lassen das Oxidations-Redox-Potential sinken [45], was Grutte et al. mit Wer-
ten von -113 £56mV (SD) nachweisen konnten [66]. Damit sind optimale Wachs-
tumsbedingungen fur anaerobe Bakterienstamme geschaffen [45], denn diese
verlangen wiederum ein negatives Oxidations-Reduktions-Potential [45, 67].
Diese Tatsache erklart den Trend, dass in den ersten Lebenstagen keine anae-
roben Stamme, wie z.B. Bifidobakterien, Lactobacillen oder Bacteroides im Stuhl
auffindbar sind [45, 49].

1.5.4.3.2 Phase 2: Bakterielle Ansiedelung und Stabilisierung der Darmflora

Diese Phase wird als Zeitraum, in dem das Kind ausschliel3lich Muttermilch er-
halt, definiert [45, 63].

Das anfangliche Durchsetzen und Anpassen der Bakterienstamme wahrend der
ersten Lebenstage ist beendet und das intestinale Milieu zeigt nun im Mikrobiom-
muster eine erste Stabilitatsphase auf: Das Mikrobiom wird von der anaeroben
Bakterienfamilie der Bifidobakterien dominiert. [62, 64]

Da Anaerobiern die Aufgabe zugewiesen wird, das Wachstum pathogener Keime
im Darm zu verhindern [68], kann dem Mikrobiom in dieser Phase eine gewisse
Schutzfunktion vor der Uberbesiedelung des Darms mit pathogenen Keimen, wie
z.B. Escherichia coli, Klebsiellen oder Clostridien zugewiesen werden [49].

Der Grund fur die Dominanz der Bifidobakterien in der Muttermilch-dominieren-
den Phase konnte nach aktuellen Forschungsergebnissen darin liegen, dass das
Wachstum bestimmter Bifidobakterienstamme durch Oligosaccharide (= kom-
plexe Carbohydrate, mit hoher Nachweismenge in Muttermilch, HMO) [69] gefor-
dert wird [70].
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Yu et al. konnten zeigen, dass bestimmte Bifidobakterien unter HMO im Gegen-
satz zu Escherichia spp. und Clostridium perfringens an Menge im Mikrobiom
zunahmen [70].

Da HMO'’s nicht von Enzymen des Pankreassaftes aufgespaltet werden kénnen
[71], gelangen diese Milchbestandteile unverdaut [72] in das kindliche Colon [69].
Dort haben die HMO’s die Aufgabe, bestimmten Bakterienstdmmen als Metabolit
zu dienen [71]. Daher werden HMO's gerne als ,Food for Bugs® [73], also als
Futtermittel fir Bakterien bezeichnet.

1.6.4.3.3 Phase 3: Verdnderung der Bakterienpopulation

Mit dem Zusatz von Beikost zur Muttermilch endet die Stabilisierungsphase im
Mikrobiommuster [74] und ein buntes Bild an Bakterienstammen kommt zum Vor-
schein [62]:

Es kommt zu einem raschen Anstieg von Bakterienfamilien, die bereits in Phase
1 aufgetreten sind: Enterobacteriacea und Enterokokken.[62]

Bacteroides, Clostridien und anaerobe Streptokokken Ubernehmen nach und
nach den anaeroben Anteil im Mikrobiommuster [62, 63].

1.6.4.3.4 Phase 4: Anpassung des Mikrobioms in Richtung Erwachsenenmikro-
biom

In der letzten Phase ist das Kind abgestillt und wird ausschlieRlich mit fester Nah-
rung gefuttert [45, 63].

Favier et al. konnten nachweisen, dass am Tag, an dem keine Muttermilch mehr
gefuttert wurde, die Gruppe der Bifidobakterien im Stuhl der Kinder fur eine kurze
Zeit nicht mehr nachweisbar waren [74] und sich das Mikrobiommuster der Kin-
der in Richtung Erwachsenenmikrobiom entwickelte [62]: Das Uberwiegen von
Bacteroides und Firmicutes mit einer nur geringen Menge an Proteobakterien
und aeroben gram-negativen Bakterien [57].

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Alpha-Diversitat (= Artenvielfalt
innerhalb einer Stuhlprobe) [75] auf Kosten der Beta-Diversitat (= probenuber-
greifender Unterschied in der mikrobiellen Zusammensetzung) [76] im Laufe der
ersten 12 Lebensmonate zunimmt, was wiederum einem weiteren Schritt Rich-
tung Anpassung Erwachsenenmikrobiom entspricht [59, 60, 77].

1.5.5 Mikrobiomentwicklung beim Friihgeborenen

Das Mikrobiommuster von Fruhgeborenen mit sehr geringem Geburtsgewicht
(VLBW) unterscheidet sich vom Muster Reifgeborener deutlich [46, 49, 78].
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Frihgeborene zeigen starke interindividuelle Unterschiede im Mikrobiommuster
[46]. Dennoch lassen sich aus aktuellem wissenschaftlichem Stand bestimmte
Muster erkennen, die uberwiegend bei Frihgeborenen zu finden sind. Auf diese
Muster wird im Folgenden eingegangen:

1.6.5.1  Mikrobiommuster bei Friihgeborenen

Das Mikrobiom bei Frihgeborenen zeigt in den ersten Lebenstagen eine deutlich
reduzierte Vielfalt an Bakterien [79] und eine starkere Instabilitat [55].

Ab dem 1. Lebenstag nehmen die fakultativen Anaerobier, v.a. die Enterobacte-
riaceae und Enterokokken eine dominierende Stellung ein [49, 78, 80]. Es lassen
sich 2 Hauptunterschiede bei diesen Bakterien im Mikrobiom von Frihgeborenen
im Vergleich zu Reifgeborenen darstellen:

Ein Unterschied ist, dass bei Frihgeborenen signifikant hdhere Mengen nachge-
wiesen werden. Stark et al. konnten zeigen, dass am Tag 3 die Gruppe der
Enterobacteriaceae mit 9.3 £ 1.9 (mean log1o number of organism/g wet faeces
t |.S.D) bei Fruhgeborenen signifikant hoher war als bei Reifgeborenen mit einer
Menge von 7.8 £ 2.2 (mean log1o number of organism/g wet faeces £ 1.S.D) [78].

Auffallend ist weiterhin, dass die Dominanz der oben genannten fakultativen An-
aerobier nach Erreichen eines Peaks — wie bei Reifgeborenen zu beobachten
[64] — nicht abflacht, sondern eine Plateau-artige Stabilitat Gber einen langeren
Zeitraum einnimmt [49].

Damit hat man Uber eine lange Zeitperiode eine grolde Menge an potentiell pa-
thogenen Keimen [78], denn E. coli und Streptokokken zahlen zu den zwei hau-
figsten Erregern, die mit systemischen Erkrankungen in der Neonatalperiode in
Verbindung gebracht werden [49]. Dieser Pool an pathogenen Keimen wird wei-
terhin erganzt durch Clostridium difficile: Bei Arboleya et al. zeigten sich nur bei
Frahgeborenen Level von Clostridium difficile [46], ein Bakterium, das mit der
nekrotisierenden Enterokolitis stark in Verbindung gebracht wird [78, 81]. Stark
und Lee fanden zwar nahezu gleiche Mengen an Clostridien in den Stuhlproben
von Fruh- und Reifgeborenen. Sie wiesen allerdings darauf hin, dass das Darm-
milieu bei Fruhgeborenen differiert und womaoglich die Toxinproduktion von Clos-
tridien verstarkt. [78] Daher kann man auch bei gleichen Levels von einer erhdh-
ten Pathogenitat dieser Bakterien bei Frihgeborenen sprechen.

Ein weiterer Unterschied in den Mikrobiommustern zeigt sich im Wachstumsver-
halten der Bifidobakterien. Diese Anaerobier findet man bei Frihgeborenen deut-
lich reduziert und verspatet auftretend [46, 49, 78]. Die Kombination aus lange
bestehender grolder Menge an Enterobacteriaceae und dem verspateten, lang-
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samen Anstieg der Bifidobakterien sorgt dafir, dass das enterale Milieu in Rich-
tung fakultative Anaerobier verschoben wird [46]. Diese Verschiebung wird durch
das verspatete und schwachere Auftreten von Bacteroides zusatzlich verstarkt
[49]. Die Bifidobakterien verdrangen erst verspatet die Enterobacteriaceae von
ihrer dominanten Position, allerdings nicht in so ausgepragter Weise wie bei Reif-
geborenen [49].

Das geschilderte Wachstumsverhalten der Bakterien bestatigt sich im gemesse-
nen Verhaltnis: Enterobacteriaceae und Bifidobakterien treten bei Frihgebore-
nen deutlich verspatet und reduziert auf: 10:1 (7. Lebenswoche) verglichen mit
1000:1 (7. Lebenstag) bei Reifgeborenen. [49]

1.5.5.2 Griinde fiir diesen Unterschied

Die abweichende Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms bei Frihgeborenen
lasst sich dadurch erklaren, dass der noch unreife Darm [46] einerseits zu frih
mit Nahrung belastet wird [82], andererseits mit nur sehr geringen Muttermilch-
Mengen: Aufgrund der Unreife des Verdauungssystems kdnnen keine grofl3en
Mengen an Nahrung verdaut werden [49]. Die in der Muttermilch enthaltenden
Oligosaccharide fordern allerdings das Wachstum der Bifidobakterien [83]. Sak-
ata et al. zeigten, dass die Entwicklung des Mikrobioms von der Menge an zuge-
fuhrter Muttermilch abhangig ist: Bei einer Zufuhr von 69 +29ml/kg/d kamen die
ersten Bifidobakterien in den Stuhlproben der Friihgeborenen zum Vorschein, bei
118+23ml/kg/d nahmen die Anaerobier die dominante Stellung ein. [49]

Butel et al. sehen nicht die Milchmenge, sondern das Reifealter des Kindes bei
Geburt als limitierenden Faktor fur die Entwicklung eines gesunden, Bifidobakte-
rien-dominierenden Mikrobioms. Sie hatten beobachtet, dass das Auftreten der
Bifidobakterien bei Frihgeborenen mit einem Reifealter von 32.9 SSW assoziiert
ist. [84]

Schwiertz et al. setzten den Krankenhausaufenthalt als Umgebungsfaktor fur die
Entwicklung des Mikrobiommusters bei Frihgeborenen in Korrelation. Die Ar-
beitsgruppe untersuchte die Stuhlproben und fand heraus, dass sich das Mikro-
biommuster aller Probanden im Laufe der Zeit kaum voneinander unterschied.
Alle Frihgeborenen waren mit E.coli, Enterokokken und Klebsiella pneumoniae-
Stammen besiedelt. [79] Goldmann et al. erweiterten diese Erregerliste mit
Enterobacter und Citrobacter, zwei weiteren gram-negativen Bakterien: 30 Tage
nach stationarer Aufnahme waren 91% der Kinder betroffen. [85] Aus diesem
Befund lie® sich die Schlussfolgerung ziehen, dass der Umgebungsfaktor einen
entscheidenden Einfluss auf die Mikrobiomentwicklung bei Frihgeborenen hat
[79].
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Ein erhdhtes Sauerstoffangebot aufgrund langandauernder Beatmungen er-
schweren die Etablierung eines Bifdobakterien-dominierenden anaeroben Mili-
eus ebenfalls [86]. Auch der haufige Einsatz von Antibiotikatherapien hat Einfluss
auf die Entwicklung des Mikrobioms [80, 87, 88].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nicht ein Kriterium allein fur die Mikro-
biomentwicklung des Fruhgeborenen verantwortlich gemacht werden kann.
Claud et al. betonen, dass es vielmehr ein Zusammenwirken verschiedenster
Faktoren ist, welches die Entwicklung lenkt: Umgebungsfaktoren, das Darmmi-
lieu, die Darmperistaltik, enterale Bakterien, die auf das Wachstum anderer Bak-
terienstamme fordernden oder hemmenden Einfluss haben und die Art der Nah-
rung seien hier genannt. [89]

1.6.5.3 Auswirkungen

Die Zusammensetzung des Fruhgeborenen-Mikrobioms mit grofieren Mengen
an potentiell pathogenen Bakterienstammen und einer deutlich reduzierten
Menge an wichtigen Anaerobiern, v. a. der Gruppe der Bifidobakterien kann kurz-
und langfristige Folgen mit sich bringen:

1.6.5.3.1 Kurzfristige Folgen

Sakata et al. wiesen bei FrGhgeborenen eine geringere ,Colonisation Resistance*
nach [49]. Unter ,Colonisation Resistance® versteht man die Eigenschaft eines
gesunden Mikrobioms, potentiell pathogene Keime in ihrem Wachstum einzu-
dammen [90]. Diese Eigenschaft wird den Anaerobiern zugesprochen [68, 84].
Durch die geringe Menge an Bifidobakterien bei Fruhgeborenen werden die pa-
thogenen Keime allerdings nur schwach in ihrem Wachstumsverhalten beein-
flusst [49, 68]. Durch diese fehlende physiologische Wachstumskontrolle wird der
Pool an pathogenen Keimen im Darmlumen weiter vergroRert.

Das Epithel der Darmschleimhaut und eine Anaerobier-dominierende Darmflora
stellen eine schutzende Grenze zwischen Darmlumen und Enterozyten dar und
limitieren somit den Ubertritt von pathogenen Bakterien und ihren schadlichen
Stoffwechselprodukten ins umliegende Gewebe [91, 92].

Die Fruhgeburt birgt das Risiko, dass das Epithel der Darmschleimhaut zu
schwach in der Barrierefunktion und somit durchlassig fur pathogene Keime und
deren Toxine ist [91-93]. Damit wird es Bakterien und seinen Stoffwechselpro-
dukten erleichtert, aus dem Darmlumen in die Umgebung uberzutreten. Das
Epithel kann wie eine physiologische Grenze gesehen werden, die fur die Inter-
aktion zwischen Darmbakterien und Immunsystem der Darmschleimhaut verant-
wortlich ist. Das Erkennen der Darmbakterien als physiologisch bzw. pathogen
ist entscheidend fur die nachgeschalteten Immunsystemreaktionen Toleranz
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bzw. Bekampfung der Bakterien. [56] Zeigt das Epithel aufgrund des fehlenden
Reifungsgrades durch die Fruhgeburt in dieser Erkennung Schwachstellen auf,
kann dies zu einer Fehlfunktion der nachgeschalteten Immunreaktion fuhren.

Den Bifidobakterien wird aber nicht nur die Aufgabe zugeschrieben, potentiell
pathologische Keime in ihrem Wachstum einzudammen, sie verhindern auch den
Ubertritt dieser Keime vom Darmlumen Uber die Epithelschicht der Mucosa in die
umgebende Lamina propria mit den Lymphgefalen, was als ,bakterielle Translo-
kation“ bezeichnet wird [91, 94].

Die Kombination aus groRerem Pool an potentiell pathogenen Keimen und er-
leichtertem Ubertritt dieser aus dem Darmlumen in die Umgebung erhéht das
Risiko, an einer lokalen oder systemischen Neonatalperiode-typischen Infektion
zu erkranken: der Nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) oder einer Late-Onset-
Sepsis (LOS). Diese Behauptung wird im Folgenden belegt:

Unter einer Nekrotisierenden Enterokolitis versteht man ,eine entzindliche Er-
krankung, die im gesamten Gastrointestinaltrakt disseminiert fleckformig bis kon-
tinuierlich auftreten kann“ [95]. Bei dieser Erkrankung handelt es sich um einen
gastrointestinalen Notfall, der oft zu einem septischen Schock fuhrt [95]. Die In-
zidenz der Nekrotisierenden Enterokolitis liegt bei 15% der Frihgeborenen <
15009 [96] und hatte in den Jahren 2008 bis 2015 eine Mortalitatsrate von 20.5%
in Deutschland [97]. Es gibt bisher kein einzelnes Pathogen, welches mitder NEC
bei Frihgeborenen in Verbindung gebracht werden kann [80]. Vielmehr spielen
die Kombination aus Darmmilieu, pH-Veranderungen, intestinale Peristaltik, das
Fruhgeburten-assoziierte Mikrobiommuster, die Unreife des Immunsystems, eine
frihe enterale Nahrungsaufnahme und die Oxygenierung des Gastrointestinal-
traktes aufgrund der bestehenden Schwache des Epithels eine entscheidende
Rolle. [78, 80, 86, 89]

Eine LOS-Sepsis wird definiert als eine systemische Infektion, die mehr als 72h
nach Geburt auftritt. Shaw et al. konnten zeigen, dass das Mikrobiom der erkrank-
ten Probanden Uuberwiegend von Staphylokokken und Enterobacteriaceae domi-
niert wurde. [86]

Auch bei den Sepsis-Kindern fand man in den Stuhlproben deutlich reduzierte
Mengen an Bifidobakterien [98].
1.5.5.3.2 Langfristige Folgen

Mittlerweile wird die Hypothese aufgestellt, dass es eine Korrelation zwischen
bestimmten Veranderungen im Mikrobiommuster in den ersten Lebenstagen und
dem Auftreten chronischer Erkrankungen im spateren Leben der Frihgeborenen
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gibt [99]. Tang et al. machen die Dysbiose, also ein nicht ausgeglichenes Ver-
haltnis in der taxonomischen Zusammensetzung der Mikrobiota [100] fur die Ent-
stehung bestimmter Krankheiten verantwortlich [101, 102].

Die Zahl an Ubergewichtigen Kindern hat zugenommen. Fur 2010 wurde eine
Schatzung von 38% an Ubergewichtigen Kindern allein in Europa gesetzt [103].
Mit Ubergewicht wird das Auftreten weiterer Erkrankungen, wie z. B. Diabetes
mellitus, Asthma und kardiovaskulare Erkrankungen im Alter in Verbindung ge-
bracht [37, 104]. Die Wahrscheinlichkeit, im Alter an einer Krebserkrankung zu
sterben, ist bei Patienten mit hohem Koérpergewicht ebenfalls erhéht [105].

Nach heutigem Wissensstand geht man davon aus, dass eine Dysbiose der Mik-
robiota in der Frilhphase des Kindes Auswirkungen auf die Entstehung von Uber-
gewicht in der Zukunft hat [77]. Kalliomakie et al. konnten zeigen, dass sich ret-
rospektiv betrachtet das Mikrobiom von 7-jahrigen tbergewichtigen Kindern be-
reits im 6. Lebensmonat vom Mikrobiom der normalgewichtigen Kontrollgruppe
unterschied [106, 107].

Schaut man sich die Mikrobiota in Stuhlproben von Ubergewichtigen Probanden
an, kann man eine geringere Anzahl an Bacteroides und Bifidobacteria als bei
normalgewichtigen Probanden erkennen [106, 108]. Auch die Bakterienvielfalt ist
in Stuhlproben Ubergewichtiger Patienten signifikant reduziert [109].

Veranderungen im Mikrobiommuster in einem kritischen Zeitfenster kdnnen zur
Entwicklung von Erkrankungen beitragen, die auf Uberempfindlichkeitsreaktio-
nen des Immunsystems beruhen [77]: Asthma, allergische Rhinitis, atopische
Dermatitis, Nahrungsmittelallergien bis hin zum anaphylaktischen Schock [110].

Eine allergische Reaktion beruht auf einer Uberproduktion an IgE-Antikérpern
[110]. Binden IgE-Antikdrper an Rezeptoren von Mastzellen, findet eine sofortige
Degranulierung der Zellen mit Histaminfreisetzung statt. Damit werden Prozesse
in Gang gesetzt, die zu den Allergie-typischen Symptomen fuhren: Entzindungs-
reaktionen, Juckreiz, Husten. [110, 111] Da sich eine grof3e Menge an IgE-pro-
duzierenden B-Zellen im Darm des Menschen befindet [110], rickt das Interesse
der Forschung immer mehr auf die Frage, ob das Mikrobiommuster auch Auswir-
kungen auf die Entstehung einer Uberempfindlichkeitsreaktion des Immunsys-
tems hat.

Forscher stellen die Vermutung auf, dass Veranderungen im Mikrobiommuster in
der Friihphase des Lebens, die Pradisposition fiir eine Uberempfindlichkeitsre-
aktion des Immunsystems im weiteren Verlauf des Lebens erhoht [112]:
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Cahenzli et al. fanden im Mausmodell heraus, dass die Vielfalt an Mikrobiota in
einem bestimmten Zeitfenster entscheidend ist, um die IgE-Produktion in einem
Normbereich zu halten [113].

Kalliomaki et al. gingen noch einen Schritt weiter und suchten nach Mikrobiota,
die womdglich fiir die Entwicklung allergischer Uberempfindlichkeitsreaktionen
verantwortlich gemacht werden konnen. Sie fanden heraus, dass sich die Zu-
sammensetzung der Stuhlproben derjenigen Kinder, die mit 12 Lebensmonaten
Uberempfindlichkeitsreaktionen gegeniiber bestimmten exogenen Faktoren auf-
wiesen, von Proben gesunder Kinder bereits im 3. Lebensmonat signifikant un-
terschieden: Bei den atopischen Kindern fand man deutlich reduzierte Mengen
an Bifidobakterien (1,8x10° versus 6,1x107), wohingegen die Menge an Clos-
triedien deutlich erhéht war (9,3x107 versus 3,3x107). [112]

Abschlie3end ist jedoch zu sagen, dass die Frihgeburt die Entwicklung des Mik-
robioms in Richtung Mikrobiommuster eines Erwachsenen im Laufe der Kinds-
entwicklung nicht zwangslaufig verhindert. Korpela et al. konnten zeigen, dass
auch bei Frihgeborenen im Follow-Up nach 30 Wochen das Muster in Richtung
Bifido-Dominanz sich entwickelte. Dieses Muster steht fir ein gesundes Darm-
milieu. [98]

1.5.6 Mikrobiom bei Frihgeborenen unter empirischer Antibiotika-
Therapie

Unter der empirischen Antibiotika-Behandlung versteht man den Beginn einer
antibakteriellen Therapie, basierend allein auf einer vermuteten Infektion bzw.
einem vermuteten Infektionsfokus aufgrund der Klinik ohne Nachweis eines Er-
regers in der Blutkultur [114]. Es gibt oft hausinterne Schemata, die das Haus-
typische Erregerspektrum erfassen [115]. Das folgende Kapitel bezieht sich da-
her auf Behandlungsstrategien, wie sie in der Padiatrie am Klinikum der LMU
Munchen gehandhabt werden.

1.6.6.1 Indikationen fiir empirische Antibiotika-Therapie bei Friihgeborenen

Das Immunsystem von Friahgeborenen vor der 32. Schwangerschaft ist sehr un-
reif. Die zellulare Immunabwehr, die bereits angelegt ist, ist nicht ausreichend,
um bestimmte Erreger abzuwehren. Der humorale Arm des Immunsystems ist
hierflr entscheidend. Dieser Arm wird durch IgG-Antikorper der Mutter gespeist,
die allerdings erst nach der 32. Schwangerschaftswoche Uber die Plazenta zum
Kind gelangen. [116] Um schweren bakteriellen Infektionen von Frihgeborenen
aufgrund der unzureichenden humoralen Abwehr vorzubeugen, ist es mittlerweile
Standard, Frihgeborene durch empirische Antibiotikagaben in den ersten Le-
benstagen vor pathogenen Keimen zu schitzen [88].
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1.6.6.2 Ha&ufiges Erregerspektrum bei Friihgeborenen

Bei Fruhgeborenen ist die Sepsis sehr gefurchtet. Man unterscheidet — je nach
Zeitpunkt des Einsetzen der Symptome nach Geburt - die Early-Onset-Sepsis
(EOS) und die Late-Onset-Sepsis (LOS). Wahrend die EOS innerhalb der ersten
3 Tage nach Geburt eintritt, spricht man von einer LOS, wenn das Kind 72h post-
partal septische Symptome zeigt. Wahrend die Erreger, die eine EOS verursa-
chen ihren Ursprung in der mutterlichen Vaginalflora haben, wird die LOS haufig
durch Fremdmaterial in Form von Gefal3kathetern oder Beatmungstuben verur-
sacht.[117] Dies erklart die Tatsache, dass man bei EOS und LOS mit unter-
schiedlichen dominierenden Erregern zu tun hat [117] und die antibiotische Be-
handlung daher stark variiert [115]. Die EOS wird haufig durch gram-negative
Erreger verursacht, wohingegen die LOS mit gram-positiven Erregern in Verbin-
dung gebracht wird [118].

Folgende Tabelle widerspiegelt die haufigsten Erreger, die in der Neonatalperi-
ode fur die unterschiedlichen Sepsisformen verantwortlich gemacht werden kon-
nen und antibiotisch abgedeckt werden muissen:

Early-Onset-Sepsis Late-Onset-Sepsis

Tab. 6: Haufige EOS- und LOS-Sepsiserreger, in Anlehnung an [118].

1.6.6.3  Ha&ufige Antibiotika-Schemata bei Friihgeborenen

In der Literatur findet man kein klassisches Schema, das zur Therapie einer bak-
teriellen Infektion standardmagig bei Frihgeborenen angewendet wird. Es gibt
oft hausinterne Schemata, die hier zur Anwendung kommen [119].

Am Klinikum der LMU Munchen finden die Schemata Ampicillin + Cefotaxim ver-
sus Piperacillin/Tazobactam als empirische Antibiotika-Therapie Anwendung.
Daher wird im Folgenden auf das Wirkspektrum dieser Antibiotika bzw. Wirkstoff-
kombinationen eingegangen:

1.56.6.3.1 Ampicillin + Cefotaxim

Ampicillin gehort zur Gruppe der 3-Lactam-Antibiotika [120] und findet in der
Neonatologie in der empirischen Antibiotika-Therapie sehr haufig Anwendung
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[121]. Es greift unter anderem die in der Neonatalperiode typisch-pathogenen
Erregerspektra Streptokokken der Gruppe B, Listeria monocytogenes und E.coli
ab [120].

Cefotaxim gehort zur Klasse |1l der Cephalosporine und erganzt Ampicillin in der
Breite des Wirkspektrums der antibakteriellen Therapie. Es wirkt ebenso gegen
das Erregerspektrum, das oft bei einer neonatalen Sepsis zu finden ist. Es zeich-
net sich durch eine sehr gute Wirksamkeit gegenuber Gram-positiven Erregern
aus, zeigt allerdings keine Wirksamkeit gegen Enterokokken und Listeria mono-
cytogenes. [115] Eine positive Eigenschaft dieser Antibiotikagruppe besteht da-
rin, dass der Grofteil der kindlichen Darmflora intakt bleibt und die Gefahr einer
Superinfektion des Darmes bei Anwendung sehr gering ist [122].

1.5.6.3.2 Piperacillin/Tazobactam

Piperacillin ist ein Abkdmmling von Ampicillin und diesem im Wirkspektrum da-
her sehr ahnlich. In der Kombination mit dem [3-Lactamase-Inhibitor Tazobactam
wird es als Breitspektrum-Antibiotikum eingesetzt. [120] Eine Uberblicksarbeit hat
allerdings ergeben, dass in Deutschland diese Kombination zur empirischen
EOS-Therapie sehr zurlickhaltend eingesetzt wird [119].

1.5.6.4  Auswirkungen der empirischen Antibiotika-Therapie auf das
Mikrobiom

Die medizinische Versorgung von Frihgeborenen verlangt beztiglich Pravention
bestimmter Erkrankungen und medizinischer Therapie eine besondere Prazision
in der Nutzen-Risiko-Abwagung:

1.56.6.4.1 Verdnderungen des Mikrobiommusters durch verschiedene
Antibiotika

Antibiotika gehdren zu den am meisten eingesetzten Medikamenten in der Ne-
onatologie [123]. Wie bereits oben ausfuhrlich dargestellt, wird das Frihgebore-
nen-Mikrobiom an sich bereits von potentiell-pathogenen Bakterienstammen do-
miniert. Der empirische Einsatz von Antibiotika in der ersten Lebenswoche bei
Fruhgeborenen beeinflusst die Entwicklung des Mikrobioms zusatzlich negativ:

Die empirische Antibiotikatherapie mit einem Breitspektrum-Antibiotikum redu-
ziert in den ersten Lebenstagen der Frihgeborenen die Bakterien-Vielfalt signifi-
kant. Tanaka et al. konnten zeigen, dass sich das Mikrobiom bezlglich der Viel-
falt innerhalb des 1. Lebensmonates erholt. Allerdings gab es im Vergleich zu
nicht-therapierten Kindern keine Zunahme der Vielfalt im darauffolgenden Le-
bensmonat. [88]
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Die Arbeitsgruppe fand ebenfalls heraus, dass wahrend einer empirischen Breit-
band-Antibiotikatherapie Uberwiegend Enterokokken auf Kosten der Bifidobakte-
rien selektiert werden. Posttherapeutisch hatten sich die Enterobacteriaceae als
dominante Gruppe der Antibiotika-behandelten Kinder gezeigt. [88] Diese Ergeb-
nisse bestatigen die Aussage, dass eine Bakterienvielfalt in den ersten Lebens-
tagen von fundamentaler Bedeutung ist, damit potentiell pathogene Keime nicht
die dominierende Stellung im Mikrobiommuster einnehmen kénnen [80].

Ahnliche Ergebnisse liefert auch eine Arbeitsgruppe, die sich mit der empirischen
Gabe von Ampicillin- und Gentamicin in der ersten Lebenswoche beschaftige.
Auch hier waren die Vielfalt von Bakterienstammen in den darauffolgenden Wo-
chen massiv reduziert und Uberwiegend Enterobacter-Stamme herangezuchtet
worden [114], welche wiederum mit einem erhohten Risiko, an einer LOS zu er-
kranken, assoziiert sind [86].

Kinder, die in der frihen Lebensphase unter ausgedehnter Antibiotikatherapie
standen, hatten im Verlauf sogar ein hoheres Risiko, an einer Nekrotisierenden
Enterokolitis (NEC) oder einer Sepsis zu erkranken. Das Risiko bezlglich der
Gesamtmortalitat war ebenfalls erhoht. [114, 124]

Wang et al. stellen die allgemeingultige Aussage auf, dass der Einsatz von Breit-
band-Antibiotika und die damit verbundene Reduktion der Bakterien-Vielfalt fur
das Hochzuchten potentiell-pathogener Bakterien verantwortlich ist [80].

1.6.6.4.2 Verdnderungen des Mikrobiommusters aufgrund der Therapiedauer

Auch die Dauer der Antibiotikagabe hat Einfluss auf die Entwicklung des Mikro-
bioms: So konnten Kuppala et al. zeigen, dass eine empirische Antibiotika-The-
rapie, die langer als 5 Tage angesetzt war mit einer erhdhten Rate an LOS, Sep-
sis und Tod einherging im Vergleich zu Frihgeborenen, die nur 2-4 Tage antibi-
otisch abgedeckt waren. Kuppala forderte daher, jeden einzelnen Tag einer er-
neuten Gabe an Antibiotika genauestens abzuwagen. [124]

1.5.6.5 Antibiotikaschema am Dr. von Hauner’schen Kinderspital

Am Dr. von Hauner’'schen Kinderspital wurde im Rahmen des Antibiotic-Ste-
wardship-Programms der Klinik [125] ein hausinternes empirisches antibioti-
sches Regime bei Verdacht auf neonatale Sepsis/Fieber ohne klaren Fokus beim
Neugeborenen festgelegt (Ampicillin + Cefotaxim) [126]. Diese Kombination wird
in den meisten Fallen unserer Studie entsprechend angewandst. In einigen Fallen
werden jedoch auch andere Breitspektrum-Antibiotika verwendet, wie z.B.
Piperacillin/Tazobactam.
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Ein im Jahre 2016 erschienenes Review beschreibt, wie das Mikrobiom-Muster
durch verschiedene Antibiotika bei Kindern und Erwachsenen verandert wird
[127], allerdings ist der Einfluss, den die Auswahl des Therapieregimes auf den
Verlauf der Mikrobiom-Entwicklung unserer Populationsgruppe hat, nicht be-
kannt.

Mit der NeoMuniCH-Studie sollen weitere Erkenntnisse in der Entwicklung des
Mikrobioms bei Frihgeborenen erlangt und der aktuelle Wissensstand bezuglich
Einflussfaktoren auf das Wachstum bestimmter Bakterienstdmme ausgebaut
werden. Mit den Ergebnissen der Probenauswertung und dem Vergleich der kli-
nischen Daten im Rahmen der Studie kann vielen Fragestellungen nachgegan-
gen werden, allerdings wird der Hauptfokus in dieser Arbeit auf die Beantwortung
folgender Punkte gesetzt:

e Welchen Einfluss hat eine Therapie mit Ampicillin/Cefotaxim versus Piperacil-
lin/Tazobactam auf die mikrobielle Diversitat des Mikrobioms?

e Ab welcher Lebenswoche nach Antibiotikastart kann man eine veranderte
Diversitat im Mikrobiom feststellen?

¢ Welche Bakterienstamme sind jeweils in den beiden Antibiotika-Gruppen do-
minant?

¢ Gibt es Unterschiede in Diversitat und Taxonomie bezuglich unterschiedlicher
Therapiedauer in der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe?

¢ Kann man einen allgemeinen Trend in der Gesamtubersicht der Population
unter den zwei unterschiedlichen Antibiotika-Schemata darstellen?
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2. Material und Methoden

2.1 Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission
Nach Uberpriifung des Antrages zur klinischen Durchfilhrung der NeoMuniCH-

Studie, erteilte die Ethikkommission des Klinikums der Universitat Minchen das
zustimmende Votum, sodass der Studienbeginn mit Januar 2017 datiert werden
konnte. Der Studie wurde die Projektnummer 663-15 zugeordnet. Bei der Studie
wurden die Richtlinien von Helsinki von 2004 eingehalten.

2.2 Studienaufbau
Die NeoMuniCH-Studie setzte sich aus folgenden Teilen zusammen:

2.2.1 Studiendesign
Bei der NeoMuniCH-Studie handelte es sich um eine prospektive Beobachtungs-

studie. Um den in der Einleitung genannten Fragestellungen nachgehen zu kon-
nen, mussten zu jedem Teilnehmer taglich Stuhlproben gesammelt werden. Die
erste Saule der Studie bildete somit die Biobank. Die zweite Saule bildete die
korrelierende tagliche Dokumentation klinischer Daten eines jeden Studienteil-
nehmers. Der klinische Studienaufbau basierte auf diesen beiden Saulen und
wurde um weitere Schritte im extra-klinischen Setting zur Interpretation der Er-

gebnisse erganzt.

Die Gesamtheit des Studienaufbaus Iasst sich in nachfolgendem Schaubild skiz-

zieren:
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Klinikum der Universitat Probengewinnung

Probenlagerung
Datengewinnung bei —20°C

Probentransport

Minchen

Mikrobiologisches Labor
Dr. von Hauner‘sches
Kinderspital Minchen

Probenlagerung Stuhlproben-

bei — 80°C Blohank Proben-Labelling

Interdisziplinare Next-Gonorations Biostatistik
Durchfiihrung durch DNA-Extraktion e Datenverarbeitung
Kooperationspartner q 9 und -analyse

Dateninterpretation

- Biobank D Datenakquirierung und -verarbeitung E Mikrobiomanalyse E Standorte

Abb. 9: Schritte der Mikrobiomanalyse im Rahmen der NeoMuniCH-Studie nach [128].

2.2.2 Studienzentrum
Fur die Rekrutierung der Teilnehmer fur die NeoMuniCH-Studie wahlte man als

Studienorte zwei Perinatal-Zentren des Klinikums der Universitat Munchen
(KUM) der Ludwig-Maximilians-Universitat, mit den Standorten Innenstadt (INN)
und Grof3hadern (GH) aus.

Im Januar 2017 begann die Rekrutierungsphase am Standort Innenstadt, im Juli
desselben Jahres wurde Grof3hadern als zusatzlicher Rekrutierungsstandort in
die Studie mitaufgenommen, sodass der Studienzeitraum von Januar 2017 bis

Januar 2019 datiert werden konnte.

2.2.3 Patientenkollektiv
In die NeoMuniCH-Studie wurden Frihgeborene, die vor der 32. Schwanger-

schaftswoche (SSW) in einem der oben genannten Perinatalzentren geboren
worden sind, eingeschlossen. Das Geburtsgewicht der Studienteilnehmer spielte
fur das Zusammenstellen der Kohorte keine Rolle.

Voraussetzung fur die Aufnahme in die Studie war — nach Aufklarung — das
schriftliche Einverstandnis von mindestens einem der beiden Elternteile innerhalb
von 72 Stunden nach Geburt.

Den Eltern stand die Option offen, jederzeit und ohne Begrundung, die Teilnahme

an der Studie zu widerrufen und ihr Kind aus der Studie herauszunehmen. Diese
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Rucktritt-Option wurde jedoch von keinem Elternteil der teilnehmenden Kinder
angewendet. Im Gegenteil wurde das Studienkonzept durchweg sehr positiv von
den teilnehmen Eltern bewertet.

Vom Tag der Geburt bis zur Entlassung aus einer Einrichtung des KMU der LMU,
wurden von jedem Studienkind taglich durch die Pflege eine Stuhlprobe entnom-
men und durch die Doktoranden die klinischen Daten des Kindes in eine Daten-

bank Gibernommen.

Die Studienteilnehmer waren fir die gesamte Dauer ihres Klinikaufenthaltes in
die Studie eingeschlossen. Mit Entlassung aus der Klinik bzw. bei Verlegung des
Kindes in eine andere Klinik endete auch das Probensammeln. Bei hausinternen
Verlegungen wurde das Sammeln fortgefuhrt. Bedingt durch die individuelle
Dauer des Klinikaufenthaltes gab es von manchen Studienteilnehmern mehr Pro-
ben als von anderen. Kinder, die noch vor ihrer Entlassung in der Klinik verstor-
ben sind, wurden nachtraglich aus der Studie ausgeschlossen und ihre Proben
und Daten vernichtet.

Fir die Analyse des kindlichen Mikrobioms wurden aus der Biobank zusammen
mit unseren Kooperationspartnern der Technischen Universitat Munchen, Lehr-
stuhl fir Ernahrung und Immunologie (Prof. Dr. rer. nat. D. Haller) unter dem
Hauptwirken von Nina Heppner (M.Sc.) die Stuhlproben derjenigen Kinder aus-
gewahlt, die eine Stuhlprobe pro Lebenswoche im Beobachtungszeitraum bis zur
Entlassung abgeben konnten. Grunde fur ein Nicht-Vorliegen von Stuhlproben
waren u.a. Vergessen der Abnahme, kein Stuhlgang, Versickern des flussigen
Stuhls in der Windel oder zu geringe Stuhlmenge fur die weitere Analyse. 131
Studienteilnehmer wurden somit fur die Mikrobiom-Analyse ausgewahlt.

Fir die Analysen des kindlichen Mikrobioms wurde aus der Biobank von jedem
Studienteilnehmer 1 Stuhlprobe pro Lebenswoche im Beobachtungszeitraum

verwendet.

2.3 Abnahme der Stuhlproben und Aufbau der Biobank
Das Key-Element zur Beantwortung der Forschungsfragen bildete der Aufbau

einer Biobank mit Stuhlproben der Studienteilnehmer. Um die entnommenen Pro-

ben mit den erhobenen klinischen Daten korrekt verbinden zu kénnen, wurde
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jedem Studienkind bei Geburt eine studieninterne Nummer zugeteilt. Die einzel-
nen Probenrdhrchen eines jeden Kindes wurden mit dieser zugeteilten Nummer
und dem Entnahmedatum beschriftet, sodass die Anonymitat der Studienteilneh-

mer gewahrleistet war.

Ab dem Tag der Geburt wurde jedem Kind sein eigenes Studien-Set zugewiesen,
das durch die Doktoranden regelmassig aufgefullt wurde. Dieses Set bestand
aus einem Kalender zum taglichen Markieren der abgenommenen Stuhlproben
als Gedankenstutze fur die Schwestern, ob am Tag schon eine Probe abgenom-
men worden war oder nicht. Sterile Eppendorf Tubes zum Beflllen, sterile Spatel
zur Probenentnahme und Etiketten waren weitere Hauptbestandteile des Sets.

Die Schwestern entnahmen im Rahmen der Routineversorgung des Kindes tag-
lich mit einem zuvor autoklavierten Spatel eine Stuhlprobe aus der Windel und
flllten diese in ein steriles Eppendorf-Réhrchen. Danach wurde das Rdhrchen
mit dem oben genannten Etikett des Kindes beklebt. Nach Entnahme wurden die
Proben umgehend auf Station bei -20°C bis zum Transport in das Labor gelagert.

Unter Wahrung der Kihlkette wurden die Proben durch die Doktoranden nach
maximal 7 Tagen ins Mikrobiologische Labor im Dr. von Hauner’'schen Kinderspi-
tal Munchen transportiert. Nach Zuteilung einer laborinternen Nummer im Rah-
men der Pseudonymisierung wurden die Proben mit der neuen Nummer und dem
Entnahmedatum der Stuhlprobe gelabelt und in Boxen sortiert. Die Boxen wur-
den mit einem Koordinatensystem beschriftet. Durch Dokumentation der einzel-
nen Positionen der Proben mit Hilfe des Koordinatensystems war ein Finden ei-
ner bestimmten Probe fur die weiteren Analysen maoglich. Danach wurden die

Boxen bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C tiefgefroren.

2.4 Erhebung und Dokumentation der klinischen Daten

Gleichzeitig wurden zu jedem Studienkind taglich die vorher bestimmten klini-
schen Daten aus der Patientenakte in eine Datenbank durch die Doktoranden
ubertragen. Somit konnte spater das Mikrobiom der Proben jedes Kindes Tag-
genau mit dessen Entwicklung und Behandlung in Verbindung gebracht werden.
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Zur Erfassung der klinischen Parameter wurde eine digitale Eingabemaske in
Kollaboration mit unserem Kooperationspartner am Imperial College London ver-
wendet. Unser Hauptansprechpartner am Imperial College war Dr Alexander
Shaw, Research Associate, Department of Infectious Disease Epidemiology. Die
Maske war fur dort bereits im Rahmen klinischer Studien verwendet und auf die
Bedurfnisse der NeoMuniCH Studie angepasst bzw. erweitert worden [81].

In die Datenmaske wurde ebenfalls die Studien- und laborinterne Nummer eines
jeden Kindes Ubertragen. Nur so konnte spater die Probe des Kindes den ent-
sprechenden Daten zugeordnet werden.

Am Geburtstag erhielt jedes Kind ein Admission-Blatt mit folgenden Datenfel-

dern:

Variable Beschreibung der Variablen Art der Datenerhebung

General

| |Study number, Sex, Admission hospital, Date of Birth, Ethnicity Klinische Akte

Admission

Gestational age, Birth weight, Single/multiple birth, Date of
discharge, Discharge reason

Klinische Akte

Maternal

Date of birth, Gravida, Parity, Number of in utero deaths, Previous -
- Klinische Akte
premature babies
Family
In utero deaths, Misscariages, Neonatal deaths, Genetic disorders,
Consanguineous, Immunodeficiency, Inflammatory bowel syndrome, |Klinische Akte
Crohn, Ulcerative Colitis, Other relevant diseases
Labour Membranes
| [Membranes ruptured (y/n), Induced (y/n/u), Artificial rupture (y/n/u) _|Klinische Akte |
Maternal medication in labour

| ]IVAB given, antenatal steroids Klinische Akte

Mode of delivery

- NVD, Forceps, Electie/Emergency C-section ((no) ruptured Klinische Akte
membranes)

Delivery Details

|___________|APGAR, Weight of Placenta, Bloodgasof cord ______________[Kiinische Akte
Delivery Procedures and Placental Histology

Intubated (just for surfactant), Surfactant given, Chorioamnionitis,
Funistis

Klinische Akte

Tab. 7: Ubertragene klinische Daten ,Admission“. Die Eingabemaske wurde durch unseren
Kooperationspartner am Imperial College London zur Verfliigung gestellt.
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Im weiteren Beobachtungszeitraum wurde die Eingabemaske taglich zu jedem

Studienkind mit folgenden Werten bestuckt:

Variable Beschreibung der Variablen Art der Datenerhebung

Daily summary report

| |Date, Location, Medication Klinische Akte

Locatin

| |incubator (y/n) Klinische Akte

Respiratory

Ventilated-HFOV, Ventilated conventional, CPAP-air/oxygen, NP oxygen, SVIA, Apnoes requiring Kiinische Ak
respiratory support inische Akte

Cardiovascular

| |inotropes, Fluid boluses, Lowest blood pressure, Bradycardies requiring respiratory support Klinische Akte

Feeds - volume

Total volume, IV fluids (no TPN), TPN, Enteral, Donor-EBM, Maternal EBM, Extra, Hours between |
feeds Klinische Akte

Route

| |NGT/OGT, Breast, Bottle Klinische Akte

Gastrointestinal

Volume of gastric aspirates, Bilious aspirates, Number of stools in 24h, Occult blood in stool, Daily Kiinische Akt
weight, Vomits/possits inische Akte

Gastrointestinal clinical findings

Mildly distended abdomen, Marked abdominal distension, Lack of bowel sounds, Possible
abdominal tenderness, Marked tenderness, Peritonitis, Possible abdominal cellulitis, Abdominal Klinische Akte
discoloration

Renal
U oupu (rilkg), Passhg e o Ake |
SEINH
[V emperature, Temperature nstabity, Ivasive Tnes (L UAG, V) [Kinisoho Akle |
Radiographic criteria

intestinal dilation, lleus, Pneumatosis intestinalis, Ascites, Pneumoperitoneum
Haematology
[, WG, Neurophis, Lymphocyies. Plateets. Fbrinogen, aPTT, DIC (requiring FFPVI ) [Kirische Akde |
U&E

| |Sodium, Potassium, Urea, Creatinine, CrP Klinische Akte

Blood gas

| |pH, pCO2, pO2, Bicarbonate, BE, Lactate, Sampling method (CAP, VEN, ART) Klinische Akte

Metabolic

| |Maxand min glucose, Bilirubin, Phototherapy (y/n) Klinische Akte

Microbiology

| |Blood cuiture, Survace swabs, Faeces, Urine, Other Klinische Akte

Diagnose Nekrotisierende Enterokolitis

Einteilung nach klinischem Bild, radiologischen Kriterien und Infektionsbogen NEC, herausgegeben Klinische Akte
vom Nationalen Referenzzentrum fiir Surveillance von nosokomialen Infektionen (NRZ)
Diagnose Sepsis

Einteilung nach klinischem Bild und Infektionsbogen Sepsis, herausgegeben vom Nationalen
Referenzzentrum fir Surveillance von nosokomialen Infektionen (NRZ)

Klinische Akte

Tab. 8: Klinische Daten ,Daily Report®. Die Eingabemaske wurde durch unseren Kooperations-
partner am Imperial College London zur Verfugung gestellt.

Nach Abschluss der Rekrutierungsphase wurden die Rohdaten aufbereitet, damit
die Daten zu Analysezwecken verwendet werden konnten. Hierfir war Nina
Heppner mit ihnrem Team hauptverantwortlich. Lisa Rogers, Bioinformatikerin und
Laura Kolberg aus der AG von Both hatten dabei eine unterstitzende Funktion.
Im Ergebnisteil der Arbeit wird allerdings nur auf Nina Heppner verwiesen.

2.5 Analyse des Mikrobioms
Die 16S rRNA-Sequenzierung wurde von unseren Kollegen von der Core Facility

Microbiome der Technischen Universitat Minchen in Freising durchgefuhrt. Die
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Informationen hieriber wurden durch Nina Heppner (M.Sc.) an uns vermittelt.
Folgendes Protokoll zur Methodik der NGS Sequenzierung wurde von der Core

Facility zur Verfugung gestellt: [129]

Stuhlproben wurden aufgetaut und in 600 ul DNA Stabilisierungs-Puffer-Lésung
resuspendiert (Stratec Biomedical). Die darauffolgende DNA-Extraktion wurde
nach dem abgewandelten Protokoll [130] durchgefuhrt.

250 pl 4M Guanidinethiocyanat und 500 ul 5% (w/v) N-Laurolylsarcosine wurden
zu den Proben dazugeflgt. Zellen wurden mechanisch aufgeldst (3 x 6.5 m/s fur
40 Sekunden): Hierfur wurden 500mg 0.1-mm Glaskugeln (Roth) und ein Bead-
Beater, der mit einem Kuhladapter versehen wurde, verwendet.

Anschlielend wurden 15mg PVPP (Poly-Vinylpolypyrrolidon) dazugefugt, im
Vortexer gemischt und anschlielend zentrifugiert (3 Minuten fur 15.000xg bei
4°C). Danach wurden 500 pl Uberstand mit 5 pl Ribonuclease (10 mg/mL) fiir 40
Minuten bei 37 °C inkubiert.

Fir die endgultige Aufreinigung wurde ein NucleoSpin gDNA Clean-up Kit (Ma-
cherey-Nagel) verwendet. Die notwendigen Schritte wurden nach Herstelleran-

gaben durchgefuhrt.

Konzentrationen und Reinheit wurden mit Hilfe des NanoDrop Systems (Thermo
Fisher Scientific) bestimmt. Wurden Proben nicht unverzuglich verarbeitet, wur-

den diese bei -20°C zwischengelagert.

Fr die Amplicon-Bibliothek (V3-V4 Regionen) und die Sequenzierung wurde die
PCR-Methode verwendet (15 Zyklen): 12 ng metagenomische DNA wurde mit
Bakterien-spezifischen Primern 341F und 785R versehen [131]. Dies wurde mit

15 PCR-Zyklen wiederholt, um eine Amplifikations-Bias zu vermeiden [132].

Nach der Reinigung mit dem AMPure XP System (Beckmann), wurde die Se-
quenzierung im ,Pair-End-Modus® (PE275) mit 25% (vol:vol) zugesetzten Proben
aus der PhiX Standard Bibliothek im MiSeq System (lllumina Inc.) durchgefuhrt.
Diese wurden nach Herstellerangaben vorbereitet [129].
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2.6 Verarbeitung Sequenzierdaten
Die Verarbeitung und Auswertung der Sequenzierdaten wurden von unserem Ko-

operationspartner der Technischen Universitat, Lehrstuhl fir Ernahrung und Im-
munologie (Prof. Dr. rer. nat. D. Haller) unter dem Hauptwirken von Frau Nina
Heppner (M.Sc.) durchgefuhrt. Nachstehende Information zum Prozess der Ana-

lyse wurde uns zur Verfugung gestellt.

The platform IMNGS (Integrated Microbial Next Generation Sequencing) devel-
oped by members of the Technical University of Munich [133] was used to trim
and align raw sequence reads (FASTQ files). An offline IMNGS version provided
by Dr. Sandra Reitmeier, Core Facility Microbiome, TUM was used (NGSToolkit
v6.0.2-beta.5). The IMNGS platform can be downloaded on github or used as an
online version. A 0.25% relative abundance filter was applied in the pipeline.
IMNGS is a UPARSE based analysis pipeline (PMID:23955772). No demultiplex-
ing was performed, pairing, quality filtering and OTU clustering (97% identity) was
done by USEARCH 8.0 (PMID:20709691). Chimera filtering by UCHIME
(PMID:21700674) (with RDP set 15 as a reference database).Removal of non-
16S or non-18S sequences was done with SortMeRNA v4.2 with SILVA release
128 as reference (PMID:23071270). Sequence alignment and taxonomic classi-
fication was made possible using SINA 1.6.1, using the taxonomy of SILVA re-
lease 128 (PMID: 22556368). Tree calculation was done using Fasttree
(PMID:20224823). Samples with very low read counts or bad sequencing quality
were later manually removed. A final number of 771 samples went in to further
analysis with a total of 1096 zOTUs detected.

Further analysis was performed with the platform Rhea which is a freely available
set of R-scripts run in a R-studio environment (available on github). Rhea was
used in the version Lagkouvardos-Rhea-v1.1.5-22-gbea2174 from October 12,
2020. Normalization and microbiome analysis such as alpha-Diversity and taxo-
nomic binning were performed with Rhea. A normalization cutoff of 10 000 was
used as a fixed value and for alpha diversity a normalized cutoff value of 10 000
was applied. More information about the Rhea pipeline can be found at [134].
The phylogentic tree was generated using an online visualization tool called
Evolview v3 [135].
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2.7 Biostatistische Auswertung
In diesem Abschnitt wird auf die Klassifizierung und Gruppenbildung im Rahmen

der statistischen Auswertung eingegangen:

Zur Analyse und Auswertung der Proben im Zusammenhang mit der Antibiotika-

Gruppierung wurden folgende Definitionen festgelegt:

Um den oben genannten Fragestellungen nachzugehen, wurden die Studienkin-
der verschiedenen, Antibiotika-Wirkstoff-abhangigen Gruppen zugeordnet.

An beiden Standorten erhielten die Frihgeborenen von Geburt an eine empiri-
sche Antibiotikagabe. Es waren Uberwiegend die Schemata Ampicillin/Cefotaxim
und Piperacillin/Tazobactam etabliert.

In die Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe fielen alle Kinder, die von Geburt an die

Kombination dieser beiden Antibiotika bekommen hatten.

In die Piperacillin/Tazobactam-Gruppe fielen Kinder, die von Geburt an die
Kombination aus Piperacillin und Tazobactam erhielten. In der Datenbank wurde
jeder Wirkstoff einzeln erfasst. Da Tazobactam als Co-Wirkstoff allerdings nicht
ohne das Beta-Lactam-Antibioitikum Piperacillin gegeben wird, wurden diese bei-
den Wirkstoffe zu einem Antibiotikum zusammengefasst. Ampicillin und Cefota-

xim wurden als eigenstandige Wirkstoffe gesehen.

Einige Kinder fielen in die Gruppe Others. Hier bekamen die Kinder gleichzeitig
zu den beiden oben genannten Haupt-Schemata von Geburt an noch ein anderes
Antibiotikum oder bekamen weder Pip/Taz noch Ampi/Cefo sondern ein oder

mehrere andere Antibiotika.
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Folgende Antibiotika wurden in der Studie Uber den Beobachtungszeitraum ver-
abreicht:

Ampicillin Erythromycin

Cefazolin Fosfomycin

Cefotaxime Meropenem
Ceftazidime Metronidazole
Cefuroxime Moxifloxacin
Chloramphenicol Ofloxacin
Clarithromycin Piperacillin/Tazobactam
Clindamycin Tobramycin
Cotrimoxazole Vancomycin

Tab. 9: Antibiotika-Wirkstoffe, die im Beobachtungszeitraum an den Studienorten verabreicht
wurden.

Die Gruppe ,None“ kam in dieser Studie nur einmal vor. Hier wurden diejenigen
Studienteilnehmer dazugezahlt, die wahrend des gesamten Beobachtungszeit-
raumes kein Antibiotikum erhielten.

Neben den Hauptschemata Ampicillin/Cefotaxim und Piperacillin/Tazobactam,
gab es noch Kinder, die mit diesen Solo-Praparaten starteten und im weiteren
Verlauf noch weitere Antibiotika erhielten. Diese Gruppen erkennt man an dem
Zusatzwort Plus.

Bei der deskriptiven Statistik bezuglich der beiden Antibiotika-Schemata wurden

die Plus-Gruppen jeweils mitgezahlt.

Die Gruppe Ampicillin/Cefotaxim Plus wurde noch weiter eingruppiert in Later,
Following und Overlap. Die Overlap-Gruppe wurde von den Kindern gebildet,
die Uberlappend zu Ampicillin/Cefotaxim ein weiteres Antibiotikum erhielten. In
die Following Gruppe fielen die Kinder, die nach Ende von Ampicillin/Cefotaxim
direkt im Anschluss ohne einen Tag Pause ein weiteres Antibiotikum erhielten.
Die letzte Gruppe ,Later” wurde von den Kindern gebildet, die nach Ende von
Ampicillin/Cefotaxim mindestens ein Tag Pause hatten, sprich kein Antibiotikum

erhielten, bevor ein neuer antimikrobiell aktiver Wirkstoff gegeben wurde.

Auch was die Dauer der Antibiotika-Gabe angeht, wurden allgemeine Zuord-
nungsregeln aufgestellt: Wurde laut Dokumentation Piperacillin kirzer als

Tazobactam gegeben, so wurde die Gesamt-Einnahmedauer auf die Einnahme
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von Tazobactam verlangert, da Tazobactam nicht als eigenstandiges Antibioti-
kum gegeben wurde. Erhielt ein Kind Cefotaxim langer als Ampicillin, so wurde
die Gesamtdauer der Gabe auf die gemeinsame Gabe von Ampicillin/Cefotaxim
reduziert.

In der Ampicillin/Cefotaxim Gruppe wurde untersucht, ob es Unterschiede in der
Mikrobiomzusammensetzung je nach Dauer der Antibiotika-Verabreichung gab.
Da der Pool an Studienteilnehmern in der Gruppe ,Dauer der Gabe > 48 Stun-
den® am grossten war, wurde diese Gruppe flr die weitere Unterteilung in Gabe
fur 3 Tage, 4 und 5 Tage (4/5 Tage) und mehr als 5 Tage (6+Tage) zur Beant-
wortung der Fragestellung nach Auswirkungen der Dauer der Antibiotikagabe be-
stimmt. Kinder, die Ampicillin/Cefotaxim fur maximal 48 Stunden erhielten (n=7)

wurden bei dieser Betrachtungsweise nicht berticksichtigt.

Zur Beschreibung des Mikrobiom-Verhaltens unter Antibiotika-Therapie wurden
die Mikrobiom-Beschreibungs-typischen Parameter ,Microbiome Richness® in
Form von zOTUs und ,Microbiome Diversity“ durch den sog. Shannon-Index be-
schrieben. [76]

Als Richness wird die Gesamtanzahl der Bakterien in einer Stuhlprobe bezeich-
net. Die OTU (= Operational Taxonomic Unit) ist ein Parameter, mit dem die Ge-
samtzahl beschrieben werden kann. Organismen, die zu 97% in ihrer DNA ahn-

lich sind, werden zu einer OTU zusammengefasst.[76]

Der Shannon-Index ist ein Parameter der sogenannten Alpha-Diversitat, also der
Anzahl der verschiedenen Bakterienarten pro Probe, d.h. er drickt aus, wie viele
unterschiedliche Arten in einer Probe sind.[76] Im Ubertragenen Sinn kann man

sagen, der Shannon-Index sagt aus, wie bunt das Bild ist.

Fir die statistische Auswertung, die Uberwiegend durch Nina Heppner (M.Sc.)
durchgefuhrt wurde, wurde das Statistik-Programm Graph Prism 9.5.1. verwen-
det. Es wurden durch Nina Heppner folgende statistische Tests angewendet:

Fir die Beschreibung der Studienpopulation wurde eine rein deskriptive Statistik

durch Gabriela Reichard verwendet. Fur die Erstellung der Richness- und
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Shannon-Graphen wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Testes gepruft, ob die Daten
normalverteilt waren. Fur die weiteren Vergleiche wurde der Kruskal-Wallis-Test

und der Dunn’s Test fur mehrfache Vergleiche verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Kohortenbeschreibung

Im Beobachtungszeitraum Januar 2017 bis Januar 2019 wurden am Klinikum der
Ludwig-Maximilians-Universitat 202 Fruhgeborene (< 32. SSW) geboren, davon
108 am Standort Grosshadern (Rekrutierungsphase 07/2017 bis 01/2019) und
94 am Standort Innenstadt (Rekrutierungsphase 01/2017 bis 01/2019). Von den
202 Frihgeborenen wurden insgesamt 166 Kinder in die Neo-MuniCH-Studie
eingeschlossen: 84 Kinder am Standort Grosshadern und 82 Kinder in der Innen-
stadt. 36 Frihgeborene wurden nicht in die Studie aufgenommen. Grunde fur den
Ausschluss waren: Kein Vorliegen des Einverstandnisses der Eltern innerhalb
von 72h nach Geburt, Tod eines Studienteilnehmers im Beobachtungszeitraum,
Zeitfenster der Aufklarung innerhalb von 72h nach Geburt konnte durch das
Team der NeoMuniCH-Studie nicht eingehalten werden.

Eine kontinuierliche Probenakquise, d.h. die Abgabe von mindestens 1 Stuhl-
probe pro Lebenswoche war bei 131 Kindern moglich. Im Folgenden werden
diese 131 Kinder als Gesamt-/ Studienpopulation bezeichnet.

Die Gesamtpopulation hatte ein durchschnittliches Gestationsalter von 201.5 (+/-
16.69) Tagen. Die Population bestand zu 64.1% aus Jungen, Madchen machten
einen geringeren Anteil mit 35.9% aus. Das Geburtsgewicht der Studienpopula-
tion lag bei 1171 (+/- 403.5) Gramm, sodass der uberwiegende Teil der Studien-
population unter die Rubrik ,sehr niedriges Geburtsgewicht* (siehe Tab. 1) fiel.
Die Mehrheit der Studienteilnehmer wurde per Kaiserschnitt geboren (82.4%).
Nur 23 Kinder (17.6%) wurden vaginal geboren. Von den 131 Kindern waren
30.5% Mehrlingsgeburten.

Es wurden im Durchschnitt von jedem Kind 5.9 Stuhlproben wahrend des Klini-
kaufenthaltes gesammelt. Von der Studienpopulation waren 57 Kinder (43.5%)
am Standort Grosshadern, 74 Kinder (56.5%) am Standort Innenstadt. Im Schnitt
erhielt jedes Kind 2.947 +/- 1.561 verschiedene Antibiotika-Wirkstoffe wahrend
des Klinikaufenthaltes, dessen Lange im Mittelwert 62.71 (+/- 32.21) Tage betrug.
Die Gesamtdauer der Antibiotikagabe lag im Durchschnitt bei 15.56 (+/- 22.41)
Tagen.
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ALL Ampi/Cefo PipTaz Others None
Gestational Agei{Days) 201.5 +/- 16.69 204.2 +/- 15.51 198.4 +/- 17.45 195.2 +/- 18.05 217 +/-0
Mean +/- SD
Number of Antibiotics 2.947 +/- 1.561 2.89 +/- 1.267 2.45+/-2.114 3.571 +/- 1.687 0+-0
Mean +/- SD
LOCATION
GH (%) 57 (43.5) 31(37.8) 18 (90) 8 (28.6) 0(0)
INN (%) 74 (56.5) 51 (62.2) 2 (10) 20 (71.4) 1 (100)
NUMBER OF CHILDREN
Single Birth (%) 91 (69.5) 52 (63.4) 16 (80) 22 (78.6) 1(100)
Multiple Birth (%) 40 (30.5) 30 (36.6) 4 (20) 6 (21.4) 0(0)
,E\;'“h Weight{Sramm) 1171 +1- 403.5 1215 +/- 385.9 1110 +/- 487.8 1066 +/- 374.3 1680 +/- 0
ean +/- SD
SEX
Male (%) 84 (64.1) 55 (67.1) 11 (55) 18 (64.3) 0(0)
Female (%) 47 (35.9) 27 (32.9) 9 (45) 10 (35.7) 1 (100)
MODE OF DELIVERY
C-section (%) 108 (82.4) 68 (82.9) 19 (95) 20 (71.4) 1 (100)
Vaginal (%) 23 (17.6) 14 (17.1) 1(5) 8 (28.6) 0(0)
,';;“gth Hospital Stay (Days) g5 74 4/. 32.24 56.06 +/-25.65  75.85+/- 39.68 74 +1- 38.44 29 +/-0
ean +/- SD
Stool Samples Per Child 5.9 56 6.0 6.8 4.0
Mean : : . : .
BurstionOf Antibiotics(Days) 4564102 41 11.21 +/-13.45 24.15 +/-29.64 22.71 +/-32.91 0 +/-0
Mean +/- SD

Tab. 10: Uberblick tiber die Studienkohorte in ihrer Gesamtheit und Aufteilung nach Antibiotika-
Schemata Ampi/Cefo, PipTaz, Others und None. Datenaufbereitung durch Nina Heppner
(M.Sc.). Deskriptive Statistik durch Gabriela Reichard.

3.2 Aufteilung der Studienkohorte nach Antibiotika

Von den insgesamt 131 Teilnehmern befanden sich 82 Kinder in der Ampicil-
lin/Cefotaxim-Gruppe. 48 Kinder erhielten ausschliesslich Ampicillin/Cefotaxim.
Bei 34 Studienteilnehmern wurde zusatzlich zu Ampicillin/Cefotaxim mindestens
ein weiteres Antibiotikum gegeben. Bei den 48 Kindern, die ausschliesslich Am-
picillin und Cefotaxim erhalten haben, wurde noch die Dauer der Antibiotikagabe
direkt nach Geburt unterschieden. 7 Kinder erhielten die Kombination maximal
48 Stunden, hingegen 41 Teilnehmer erhielten die Kombination mehr als 48 Stun-
den.

Auch die Gruppe Ampicillin/Cefotaxim PLUS wurde weiter unterteilt. 17 Stu-
dienteilnehmer fielen unter die Gruppe “Overlap”, 10 Kinder fielen unter die
Rubrik “Following”. Die Gruppe “Later” setzte sich aus 7 Kindern zusammen.
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Von den 131 Studienteilnehmern erhielten 20 Kinder das Schema Piperacil-
linf/Tazobactam. 11 Kinder erhielten ausschliel3lich Piperacillin/Tazobactam, hin-
gegen 9 Kinder bekamen neben dem Schema noch mindestens einen weiteren

Wirkstoff. In dieser Subgruppe wurde allerdings nicht nach “Overlap”, “Following”
oder “Later” unterschieden.

28 Studienteilnehmer bildeten die Gruppe Others. Die Verteilung auf die einzel-
nen Wirkstoffe wurde nicht abgebildet, die verabreichten Wirkstoffe jedoch er-
wahnt.

Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes gab es nur ein Kind, das nicht
antibiotisch behandelt wurde. Das Madchen wurde mit 1680 Gramm und einem
Gestationsalter von 217 Tagen per Kaiserschnitt in der Innenstadt geboren. Fur
die weiteren Analysen und Untersuchungen wurde dieses Kind nicht bericksich-
tigt.

N=131
n=774
I
I ‘ ' '
iciltin/ i illin/
AITIpICIll-In Piperacillin Others None
Cefotaxim Tazobactam
ot _ N=28 N=1
N=82 N=20 n=191 n=4
n =460 n=119
I
[ 1
Ampi/Cefo Ampi/Cefo PLUS PipTaz PipTaz PLUS Meropenem
N =48 N=34 N=11 N=9 Clarithromycin
Erythromycin
Tobramycin
Ofloxacin
<48h > 48h Overlap Following Vancomycin
N=7 N=41 N=17 N=10 Moxifloxacin
Later
N=7

Abb. 10: Uberblick tiber die Anzahl der Studienteilnehmer in den Antibiotika-Gruppen
Ampicillin/Cefotaxim, Piperacillin/Tazobactam, Others und None. Weitere Subgruppenbildung in
der Ampi/Cefo-Gruppe und Ampi/Cefo Plus-Gruppe. N= Anzahl Studienteilnehmer, n= Anzahl
Stuhlproben. Datenaufbereitung durch Nina Heppner, (M.Sc.). Grafik durch Gabriela Reichard.

3.3 Deskriptive Statistik

Im Folgenden werden einige Aspekte der Kohortenbeschreibung fir die beiden
Gruppen Ampicillin/Cefotaxim und Piperacillin/Tazobactam naher betrachtet.

Es ist anzumerken, dass bei den Grafiken die Plus-Gruppen jeweils mitgezanhlt
wurden. Die Graphen beziehen sich auf Ampicillin/Cefotaxim N=82 und Pipera-
cillin/Tazobactam N=20.
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3.3.1 Studienort

Die Kombination Ampicillin/Cefotaxim (N=82) erhielten 31 Kinder (37.8%) in
Grosshadern und 51 Kinder (62.2%) in der Innenstadt.

Piperacillin/Tazobactam (N=20) wurde in Grosshadern haufiger verabreicht als
in der Innenstadt: In Grosshadern erhielten hiervon 18 Studienteilnehmer Pipera-
cillin/Tazobactam (90%), in der Innenstadt waren es 2 Kinder (10%).

Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Verteilung der Studienteilnehmer inner-
halb der Gesamtzahl der Antibiotika-Gruppen (A/C= 82 Kinder und P/T = 20 Kin-
der) und nicht auf die Gesamtkohortenzahl.
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Abb. 11: Anzahl der Studienteilnehmer mit den Subgruppen Ampi/Cef (blau), PipTaz (rot), und
Others (griin) am Standort Grosshadern (GH). Datenaufbereitung durch Nina Heppner (M.Sc.).
Deskriptive Statistik und Grafik durch Gabriela Reichard.

Abb. 12: Anzahl der Studienteilnehmer mit den Subgruppen Ampi/Cef (blau), PipTaz (rot), und
Others (griin) am Standort Innenstadt (INN). Datenaufbereitung durch Nina Heppner (M.Sc.).
Deskriptive Statistik und Grafik durch Gabriela Reichard.

3.3.2 Geburtsgewicht und Gestationsalter

Kinder, die die Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe (N=82) bildeten, hatten im Durch-
schnitt bei Geburt 1215 (+/-385.9) Gramm, die Kinder der Piperacil-
lin/Tazobactam-Gruppe (N=20) hatten 1110 (+/- 487.8) Gramm. Das geringste
Geburtsgewicht hatten die Kinder der Gruppe “Others” (N=28) mit 1066 (+/-
374.3) Gramm.
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Kinder aus der Gruppe Ampicillin/Cefotaxim (N=82) waren bei Geburt im Durch-
schnitt 204.0 (+/- 15.51) Tage alt, Kinder aus der Pip/Taz Gruppe (N=20) 198.4
(+/- 17.45) Tage. Die Kinder aus der Gruppe “Others” (N=28) waren mit einem
Wert von 195.2 (+/- 18.05) Tagen am jungsten bei der Geburt.
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Abb. 13: Geburtsgewicht (in Gramm) der Studienteilnehmer (N= Anzahl der Studienteilnehmer)
mit den Subgruppen Ampi/Cef N=82 (blau), PipTaz N=20 (rot) und Others N=28 (griin). Mean
with SD. Datenaufarbeitung durch Nina Heppner (M.Sc.). Deskriptive Statistik und Grafik durch
Gabriela Reichard.

Abb. 14: Gestationsalter (in Tagen) der Studienteilnehmer (N= Anzahl der Studienteilnehmer),
mit den Subgruppen AmpiCefo N=82 (blau), PipTaz N=20 (rot) und Others N=28 (griin). Mean
with SD. Datenaufarbeitung durch Nina Heppner (M.Sc.). Deskriptive Statistik und Grafik durch
Gabriela Reichard.

3.3.3 Dauer der Gabe der einzelnen Antibiotika-Wirkstoffe

Listet man alle in der Studie verabreichten Antibiotika auf, so wird ersichtlich,
dass Clindamycin das am langsten verabreichte Antibiotikum mit 48 Tagen dar-
stellt (N=1) gefolgt von Meropenem (N=31) mit 20.06 (+/-29.80). Piperacil-
lin/Tazobactam wurde im Durchschnitt 16,95 (+/- 25.24) Tage verabreicht. In die-
sem Graphen wird ersichtlich, dass in der Gruppe Ampi/Cef die Gabe der einzel-
nen Wirkstoffe im Gegensatz zur PipTaz-Gruppe variiert hat. Ampicillin wurde fur
4,07 (+/- 3.154) Tage und Cefotaxim im Schnitt fur 6,38 (+/-14.88) Tage gegeben.
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Duration of Antibiotics single
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Abb. 15: Dauer der Gabe (in Tagen) der einzelnen Antibiotika-Wirkstoffe. Angabe der
Studienteilnehmer (N=Anzahl der Studienteilnehmer), die die jeweiligen Wirkstoffe erhalten
haben. Jeder Punkt stellt einen Studienteilnehmer dar, der dieses Antibiotikum erhalten hat.
Ampicillin/Cefotaxim (blau), Piperacillin/Tazobactam (rot), Others (grau). Line at mean.
Datenaufarbeitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

3.3.4 Gesamtdauer der Gabe der betrachteten Antibiotika-Schemata

Kinder, die in der Ampi/Cef Gruppe (N=82) waren, wurden im Durchschnitt 11.21
(+/- 13.45) Tage antibiotisch abgedeckt. Kinder in der PipTaz-Gruppe (N=20) er-
hielten im Durchschnitt 24.15 (+/- 29.64) Tage Antibiotikum. Den Kindern, die in
die Others-Gruppe (N=28) fielen, wurde fur 22.71 (+/- 32.91 Tage) Antibiotikum
gegeben.
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Abb. 16: Gesamtdauer (in Tagen) der Antibiotikagabe, aufgeteilt auf die Antibiotikagruppen
Ampi/Cef N=82 (blau), PipTaz N=20 (rot) und Others N=28 (grin). Mean with SD.
Datenaufbereitung durch Nina Heppner (M.Sc.). Deskriptive Statistik und Grafik durch Gabriela
Reichard.

3.3.5 Verteilung der vorhandenen Stuhlproben auf die Lebenswochen

Es gab einige Studienteilnehmer, die bis zu ihrer 12. Lebenswoche oder langer
hospitalisiert waren. Der Beobachtungszeitraum streckt sich fur die Mikrobiom-
Analyse von der ersten bis zur zwolften Lebenswoche. Bei Abgabe von mindes-
tens einer Stuhlprobe pro Woche konnte gezeigt werden, dass in Woche 4 in
allen drei Subgruppen (Ampicillin/Cefotaxim, Piperacillin/Tazobactam, Others)
die meisten Proben gesammelt beziehungsweise qualitativ hochwertige Sequen-
zierergebnisse generiert werden konnten. Die sich nach dieser Woche reduzie-
rende Anzahl der Stuhlproben lasst sich damit erklaren, dass sehr viele Kinder
nach der vierten Woche vermehrt entlassen werden konnten.

Ampi/Cefo Pip/Taz

week1 (6.29%)
week 2(14.10%)
week 3 (17.14%)
week 4 (17.35%)
week 5 (7.59%)
week 6 (7.81%)
week7 (7.59%)
week8 (8.03%)
week9 (3.47%)
week10 (3.47%)
week11 (3.69%)
week 12 (3.47%)

week1 (9.24%)
week 2(11.76%)
week3 (15.13%)
week 4 (15.97%)
week5 (9.24%)
week®6 (7.56%)
week7 (8.40%)
week8 (7.56%)
week9 (3.36%)
week10 (3.36%)
week11 (4.20%)
week12 (4.20%)

Total=460 Total=119
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Others

week1
week2

4.71%)

12.04%)
week3
week4
week5
week6

14.14%)
14.66%)
9.42%)
7.85%)
week7 (9.42%)
week8 (9.42%)
week9 (4.71%)
week10 (4.71%)
week11 (4.19%)
week12 (4.71%)

Total=191

Abb. 17: Verteilung (in %) der vorhandenen Stuhlproben (Total= Gesamtzahl der Stuhlproben)
innerhalb der Antibiotikagruppen Ampi/Cefo, Pip/Taz und Others innerhalb des Beobachtungs-
zeitraumes (week 1 bis 12). Datenaufarbeitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

3.4 Richness und Shannon in Abhangigkeit der Lebens-
wochen

Der folgende Absatz liefert die Ergebnisse zu der Fragestellung ob und ab wel-
chem Zeitpunkt nach Antibiotika-Start man eine verringerte Diversitat feststellen
kann und unter welchem Schema eine verringerte Diversitat nachweisbar ist.

3.4.1 Darstellung im Gesamtbeobachtungszeitraum

Die PipTaz-Gruppe hat in Woche 1 die hochste Richness mit einem Durschnitts-
wert von 140.18 (+/- 20.04) zOTUs. Danach nimmt die Gesamtanzahl der Bakte-
rien bis Woche 6 auf einen Durschnittswert von 55.56 (+/- 9.73) zOTUs ab. Von
Woche 7 bis Woche 9 steigt die Richness gering an, erreicht einen Steady State
bei durchschnittlich 74.74 zOTUs und nimmt dann im weiteren Beobachtungs-
zeitraum geringgradig weiter ab, sodass in Woche 12 ein Wert von 62.40 (+/-
20.23) zOTUs erreicht wird

Die AmpiCefo-Gruppe startet auch mit einer hohen Richness von durchschnittlich
88.59 (+/- 8.85) zOTUs. Diese ist geringer — im Vergleich zur PipTaz-Gruppe —
fallt von Woche 1 auf Woche 2 ebenfalls ab und pendelt sich in Woche 7 und 8
auf ein Plateau von durchschnittlich 50.94 zOTUs ein. Ab Woche 10 bis zum
Ende des Beobachtungszeitraumes steigt die Richness allerdings wieder etwas
an, sodass in Woche 12 ein durchschnittlicher Wert von 67.69 zOTUs (+/- 12.17)
(in Vergleich zu 62.40 zOTUs der PipTaz-Gruppe) erreicht wird.
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Die AmpiCefo-Gruppe hat den niedrigsten Richness-Durchschnittswert mit 34.49
(+/- 3.16) zOTUs in Woche 5, die PipTaz-Gruppe mit durchschnittlich 53.40 (+/-
7.49) zOTUs in Woche 11.

Die Grafik zeigt, dass die Richness im Beobachtungszeitraum von Woche 1 bis
12 in der PipTaz-Gruppe starker abnimmt als in der AmpiCefo-Gruppe, im ge-
samten Zeitraum bis zur Woche 11 jedoch hoher liegt als in der AmpiCefo-
Gruppe. In Woche 12 ist die Richness in der AmpiCefo-Gruppe mit durchschnitt-
lich 67.69 (+/12.17) zOTUS geringgradig héher (im Vergleich zum 62.40 (+/-
20.23) zOTUS in der Pip/Taz-Gruppe). Auf die Others-Gruppe wird im Detail nicht
eingegangen. Es kann allerdings erwahnt werden, dass diese Gruppe — bis auf
einige Ausreisser — der AmpiCefo-Gruppe im Trend folgt.
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Abb. 18: Richness (in zOTUs), aufgeteilt nach Antibiotikagruppen PipTaz (rot), AmpiCefo (blau)
und OtherABs (grun). Betrachtung in Abhangigkeit der Lebenswoche 1 bis 12. Mean (dot) with
SEM. Datenaufbereitung, Statisik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Betrachtet man den Shannon Index, so startet die PipTaz-Gruppe bei einem
durchschnittlichen Wert von 36.54 (+/- 10.75) und sinkt in der zweiten Lebens-
woche auf durchschnittlich 15.68 (+/- 8.29). Im weiteren Verlauf pendelt sich die
Gruppe auf einem durchschnittlichen, relativ niedrigen Plateau von 6.87 ein.

Die AmpiCefo-Gruppe verhalt sich ahnlich, jedoch erreicht die Gruppe im Ver-
gleich zur Pip/Taz-Gruppe deutlich geringere Werte. In der ersten Woche wird
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ein Wert von 21.99 (+/- 3.75) erreicht. Der Wert fallt ebenfalls in der zweiten Le-
benswoche rapide auf 4.60 (+/- 1.05) ab und pendelt sich zwischen Woche 3 und
11 auf einen durchschnittlichen ungefahren Wert von 4.94 ein. Der Shannon In-
dex steigt allerdings am Ende des Beobachtungszeitraumes leicht an und er-
reicht einen durchschnittichen Wert von 8.99 (+/-3.54), liegt also in der
Ampi/Cefo-Gruppe leichtgradig hoher.

Shannon Effective

Mean with SEM
50—

-o- AmpiCefo
-o- PipTaz
--= OtherABs

Shannon effective no.

Abb. 19: Shannon-Index (in Shannon effective no.) aufgeteilt nach Antibiotikagruppen PipTaz
(rot), AmpiCefo (blau) und Others (griin). Betrachtung in Abhangigkeit der Lebenswoche 1 bis
12. Mean (dot) with SEM. Datenaufarbeitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

3.4.2 Darstellung anhand einzelner Lebenswochen

Im Folgenden werden die Wochen genauer betrachtet, bei denen der Unter-
schied von Shannon und Richness bei den beiden Antibiotika-Schemata relativ
gross ist.

In den ersten beiden Lebenswochen sieht man einen signifikanten Unterschied
bezlglich Gesamtanzahl an Bakterien zwischen der Gruppe Ampicillin/Cefotaxim
(Median bei 33 zOTUs) und Piperacillin/Tazobactam (Median bei 128 zOTUs)
(p= 0.0021) und zwischen Piperacillin/Tazobactam und Others (Median bei 31
zOTUs) (p= 0.0010). Die Menge an Bakterien ist in der Pip/Taz- Gruppe mit ei-
nem Median von 128 zOTUs am hdchsten.

Betrachtet man die Artenvielfalt, ausgedruckt durch den Shannon-Index, so kann
man einen signifikanten Unterschied (p= 0.0358) zwischen der Piperacil-
linf/Tazobactam und der Others Gruppe erkennen. Piperacillin/Tazobactam hat
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mit 24.86 einen deutlich héheren Durchschnittswert als die Others Gruppe mit
5.66. Der Unterschied im Shannon von Ampicillin/Cefotaxim (Mean bei 9.97) und
Piperacillin/Tazobactam war nicht signifikant (p>0.05).
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Abb. 20: Richness (in zOTUs) fir Woche 1 und 2, aufgeteilt nach Antibiotikagruppen AmpiCefo,
PipTaz und “Others”. ns p > 0.05, * p < 0.05, ** p < 0.01. 25/75th percentile, line at median,
whiskers min/max. Datenaufbereitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Abb. 21: Shannon-Index (in Shannon effective number) fiir Woche 1 und 2, aufgeteilt nach
Antibiotikagruppen AmpiCefo, PipTaz und “Others”. ns p > 0.05, * p < 0.05, ** p < 0.01. Mean
with SD. Datenaufbereitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Betrachtet man die Gesamtmenge an Bakterien in den Lebenswochen 3 und 4,
so findet man einen signifikanten Unterschied (p=0.0001) zwischen Ampicil-
lin/Cefotaxim mit einem Median von 40 zOTUs und Piperacillin/Tazobactam mit
einem Median von 62 zOTUs und einen signifikanten Unterschied (p=0.0019)
zwischen Piperacillin/Tazobactam und Others (Median bei 39 zOTUs). Auch in
diesem Zeitraum findet man in den Stuhlproben der ,Pip/Taz Kinder“ die meisten
Bakterien.
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Abb. 22: Richness (in zOTUs) fir Woche 3 und 4, aufgeteilt nach Antibiotikagruppen AmpiCefo,
PipTaz und “Others”, ** p < 0.01, *** p < 0.001 . 25/75th percentile, line at median, whiskers
min/max. Datenaufbereitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Auch in der siebten und achten Lebenswoche weist die Pip/Taz-Gruppe mit Sig-
nifikanz (p=0.0139) eine gréssere Menge an Bakterien (Median bei 70 zOTUs)
auf als die Ampi/Cefo-Gruppe (44 zOTUS).
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Abb. 23: Richness (in zOTUs) fir Woche 7 und 8, aufgeteilt nach Antibiotikagruppen
AmpicCefo, Pip/Taz und “Others”. ns p > 0.05, * p < 0.05. 25/75th percentile, line at median,
whiskers min/max. Datenaufbereitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

In den Ubrigen Lebenswochen gab es bei Richness und Shannon-Index keine
weiteren signifikanten Unterschiede.
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3.5 Shannon-Index in Abhangigkeit der Antibiotika-Gruppen

In diesem Kapitel geht man der Fragestellung nach, welches Schema mehr Ein-
fluss im Sinne einer verringerten Diversitat hat.

Betrachtet man den Shannon-Index aller Proben, so hat man in der Piperacil-
lin/Tazobactam-Gruppe mit einem Durchschnittswert von 11.17 die hochste
Diversitat. In dieser Gruppe fallt jedoch auf, dass 3 Proben von einem Studien-
kind diesen Wert im Sinne eines Ausreil3ers nach oben treiben (dargestellt durch
Dreiecke in der Grafik). Die Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe hat mit einem Durch-
schnittswert von 6.25 einen fast um die Halfte reduzierten Shannon-Index im Ver-
gleich zur Piperacillin/Tazobactam-Gruppe. Der Unterschied von Ampicillin/Ce-
fotaxim zu Piperacillin/Tazobactam war signifikant (p< 0.0001).
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Abb. 24: Shannon-Index (in Shannon effective no.) aller Studienteilnehmer (inkl. Ausreisser ID
150), verteilt auf die Antibiotika-Schemata AmpiCefo (blau), PipTaz (rot), Others (griin) und ALL
(schwarz). **** p< 0.0001. Scatter plot mit box=mean. dots=single sample. Triangle=ID 150.
Datenaufarbeitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Betrachtet man den Shannon Effective Index ohne Studienteilnehmer 150 (=Aus-
reilder), so nimmt der Shannon-Index in der Pip/Taz-Gruppe verhaltnismaliig ab.
Die Pip/Taz Gruppe hat jedoch weiterhin den hochsten Shannon-Index mit einem
Durchschnittswert von 8.7, sprich die groRte Artenvielfalt in den Stuhlproben (im
Vergleich zur Ampi/Cefo-Gruppe mit 6.3). Der Unterschied war weiterhin signifi-
kant (p= 0.0002).
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Abb. 25: Shannon-Index (in Shannon effective number) (exkl. Ausreisser ID=150), verteilt auf
die Antibiotika-Schemata AmpiCefo (blau), PipTaz (rot) und Others (grin). ***p < 0.001. Scatter
plot mit box=mean with SD. Dots=single sample in AmpiCefo-group, square= single sample in
PipTaz group, triangle= single sample in Others. Datenaufbereitung, Statistik und Grafik durch
Nina Heppner (M.Sc.).

3.6 Taxonomie der Bakterienstamme in Abhangigkeit von
zwei verschiedenen Antibiotika-Schemata

Aus den Graphen der vorherigen Kapitel wird allerdings nicht ersichtlich, ob es
sich in den einzelnen Antibiotika-Gruppen um eine hohe Artenvielfalt von
Bakterienstammen handelt, die zu einem physiologischen Mikrobiom beitragen
oder ob es sich um Stamme handelt, die eine gesunde Mikrobiomentwicklung
verhindern. Im Folgenden wird auf die Fragestellung eingegangen, welche
Bakterienstamme in Abhangigkeit der beiden Antibiotika-Schemata dominant
sind.

3.6.1 Taxonomie in der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe

Sieht man sich die taxonomische Zusammensetzung in Gesamtheit in der Ampi-
cillin/Cefotaxim-Gruppe an, so findet man eine klare Dominanz von Enterobacte-
riaceae mit 42.75%. Es wird hier jedoch weder nach Sample week noch nach
unterschiedlicher Lange der Antibiotikagabe unterschieden. Die am zweithaufigs-
ten auftretende Gruppe stellen die Enferococcaceae mit 16.29% dar, gefolgt von
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den Staphylococcaceae mit 15.17%. Die restlichen Stamme sind eher adomi-

nant. Zu beachten ist noch der Anteil der Bifidobacteriaceae mit 2.98%.

Taxonomy on Family Level: AmpiCefo Average

0.71%
1.67%
2.98%
5.30%
0.29%

0.68%
3.48%
0.61%
1.27%
0.19%

0.88%
0.22%
7.51%

OOOOENORDOEEOOGO

f__Bacillaceae

f_Bacteroidaceae
f__Bifidobacteriaceae

f__Clostridiaceae
f__Corynebacteriaceae

42.75% f__Enterobacteriaceae

16.29% f__Enterococcaceae

f__Erwiniaceae
f__Lachnospiraceae
f__Pasteurellaceae

f__Peptostreptococcaceae

f_Ruminococcaceae

15.17% f__Staphylococcaceae

f__Streptococcaceae
f__unknown_ Unclassified
f__Veillonellaceae

Abb. 26: Darstellung der Taxonomie (in %) auf dem Level Familie der Bakterienstdmme in der

Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe. Datenaufbereitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.)

3.6.2 Taxonomie in der Piperacillin/Tazobactam-Gruppe

Sieht man sich die taxonomische Zusammensetzung in Gesamtheit in der
Piperacillin/Tazobactam-Gruppe an, so findet man eine klare Dominanz von
Enterobacteriaceae mit 45.60%. Es wird ebenfalls nicht nach Sample week und
nach unterschiedlicher Lange der Antibiotikagabe unterschieden. Die am zweit-
haufigsten auftretende Gruppe stellen die Staphylokokken mit 12.51% dar, ge-
folgt von den Enterococcaceae mit 9.90%. Die restlichen Stamme sind eher ado-
minant. Der Anteil der Bifidobacteriaceae liegt bei 1.25%
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Taxonomy on Family Level: PipTaz Average
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Abb. 27: Darstellung der Taxonomie (in %) auf dem Level Familie der Bakterienstdmme in der
Pip/Taz-Gruppe. Datenaufbereitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.)

In beiden Antibiotika-Gruppen sind die Enterobacteriaceae die dominanten
Bakterienstamme. Die Piperacillin/Tazobactam-Gruppe enthalt mit 45.60%
einen geringen grosseren Anteil als die Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe (42.75%).
Die Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe enthalt jedoch mehr Enterococcacae (16.19%
versus 9.90%) und Staphylokokken (15.17% versus 12.51%). Der Anteil an
Bifodobakterien ist in der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe mit 2.98% hoher als in
der Piperacillin/Tazobactam-Gruppe mit 1.25%.

3.7 Einzelfallbetrachtungen mit gegenlaufigem Trend

Wie bereits oben erwahnt, gibt es in der Studienpopulation ein Kind in der
Pip/Taz- Gruppe, das den Shannon-Index nach oben treibt. Hierbei handelt es
sich um ein Kind, das mit einem Geburtsgewicht von 515 Gramm und einem Ge-
stationsalter von 167 Tagen per Kaiserschnitt am Standort Grosshadern geboren
wurde. Es erhielt fir 56 Tage Antibiotika aus der Gruppe Pip/Taz Plus (insgesamt
6 verschiedene Wirkstoffe). Das Kind wurde fur insgesamt 134 Tage stationar
behandelt. Es war in Woche 1, 2 und 5 septisch (insgesamt 21 Tage) mit jedoch
negativen Blutkulturen. Dabei ist zu beachten, dass von Woche 6 bis 10 aufgrund
von mangelhafter Qualitat die Stuhlproben nicht ausgewertet werden konnten
und daher in der Analyse des Kindes mit der Studiennummer 150 nicht beruck-
sichtigt wurden.
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Betrachtet man dieses Kind isoliert, so fallt auf, dass es sich in Richness und
Shannon gegenlaufig zum Trend der Studienpopulation verhailt:

Der Shannon-Index steigt innerhalb der zweiten Lebenswoche auf einen Maxi-
malwert von 116.08 an und sinkt erst in der 4. Lebenswoche auf 13,49 ab und
fallt in der kommenden Woche weiter auf 1.92. In Woche 11 zeigt der Shannon
weiterhin sehr niedrige Werte von 3.34.

Die Richness startet bei 210 zOTUs, fallt — identisch zum Trend der Studienpo-
pulation — auf 167 zOTUs in der 2. Lebenswoche, pendelt sich bis zur 5. Lebens-
woche um die 168 zOTUs ein. Die starke Abnahme der Richness findet erst da-
nach statt, sodass in der Lebenswoche 11 eine Gesamtanzahl von 45 zOTUs zu
verzeichnen ist.

Shannon & Richness: ID 150

250 - B Richness —~ 150
_ 1 -e- Shannon | L
é 200-. §
g — - 100 g
8 100 | so g
S ] s
@ 50 I -

. o
0- -0

Abb. 28: Richness (in zOTUs) und Shannon-Index (in Shannon effective no.) des Studienkindes
150, verteilt auf die Beobachtungszeitrdume. Datenaufbereitung und Grafik durch Nina Heppner
(M.Sc.).

Ein weiteres Beispiel mit einem gegenlaufigen Trend stellen die Studienkinder
105 und 106 dar. Sie gehdren beide zur Ampicillin/Cefotaxim-PLUS Gruppe. Teil-
nehmer 106 hat 4 verschiedene Antibiotika-Wirksoffe erhalten, das Kind mit der
ID105 3 hat verschiedene Wirkstoffe erhalten.

Diese Studienteilnehmer sind Zwillinge (beide mannlich). 106 entwickelte bereits
an Lebenstag 1 flr 8 Tage eine Sepsis (eine Sepsisepisode, jedoch zu keinem
Zeitpunkt, in dem eine Stuhlprobe entnommen wurde) mit negativen Blutkulturen
und 8 Tage Antibiotikatherapie. 105 hingegen hatte keine Sepsis und insgesamt
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fur 6 Tage eine antibiotische Behandlung. Beide Studienteilnehmer wurden am
Standort INN geboren.

Beide Studienteilnehmer hatten ein Gestationsalter von 173 Tagen. 105 hatte ein
Geburtsgewicht von 820 Gramm, 106 ein Geburtsgewicht von 700 Gramm. Auch
bei Studienkind 106 waren in den ersten beiden Lebenswochen die Stuhlproben
von mangelnder Qualitat, sodass es hier keine Proben zur Analyse gab.

Wahrend bei 106 der Shannon-Index einen kontinuierlichen Abwartstrend von
Woche 3 (6.6) bis Woche 9 (1.21) aufzeigt, war der Abwartstrend bei 105 starker
ausgepragt und bereits in Woche 2 (1.26) (von 34.1 in Woche 1 kommend) deut-
lich vorhanden. Beide Studienkinder stiegen vom Shannon-Index am Ende des
Beobachtungszeitraumes wieder an, auch hier zeigt 106 einen schleichenden
Verlauf und 105 einen sprunghaften Anstieg von Lebenswoche 11 (3.04) auf 12
(61.01). 105 hatte am Ende der Beobachtung einen maximalen Shannon von
61.01 und eine maximale Richness von 206 zOTUs. 106 hatte am Ende des Be-
obachtungszeitraumes einen maximalen Shannon von 11.55 und eine Richness
bei 123 zOTUs.
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Abb. 29: Richness (in zOTUs) und Shannon-Index vom Studienkind 105 , verteilt auf die
Beobachtungszeitraume. Datenaufbereitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Abb. 30: Richness (in zOTUs) und Shannon-Index vom Studienkind 106 , verteilt auf die
Beobachtungszeitrdume. Datenaufbereitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Um die gegensatzlichen Trends dieser Ausreisser detaillierter dazustellen, wurde
die Taxonomie zu ID150, ID 105 und 106 fur Lebenswoche 4 und 12 aufgestellt.
105 und 106 sind — wiederholt angemerkt — Zwillinge, unterschieden sich aber
deutlich in ihrem Mikrobiom.
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Das Kind mit der Studiennummer 106 hat in Woche 4 eine ausserordentlich hohe
Menge an Enterobacteriaceae (88.88%). Am Ende des Beobachtungszeitraumes
war diese Bakterien-Familie weiterhin stark vertreten (94.80%) und verdrangt
weitere Familien fast vollstandig. Das Studienkind 105 hingegen startet mit einer
hohen Menge an Enterobacteriaceae in Woche 4 (99.96%). In der Woche 12
sinkt die Menge an Enterobacteriaceae auf 10.14%. Weitere Familien, wie bei-
spielsweise Enterococcaceae (3.19%) und Lachnospiraceae (40.23%) oder Os-
cillispiraceae (10.31%) sind zu finden. Auch die Gruppe der Bifidobakterien sind
mit einer geringen Menge mit 1.15% vorhanden.

Das Studienkind 150 hat in Woche vier eine niedrige Menge an Enterobacteri-
aceae (2.03%). Hier findet man Corynebakterien (31.75%) und Bacillaceae
(35.03%) als dominante Gruppen. Am Ende des Beobachtungszeitraumes hat
man hier ebenfalls die Enterobacteriaceae als dominante Gruppe mit 60.19%.
Man findet jedoch auch Lachnospiraceae (5.57%) und Enterokokken (14.64%)
als Co-dominante Gruppen.
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Abb. 31: Gesamtmenge in (%) der acht dominanten Bakterienfamilien in den Stuhlproben der
Studienkinder 105 (Kreis), 106 (Dreieck) und 150 (Raute). Darstellung von Woche 4.
Datenaufbereitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.)

Abb. 32: Gesamtmenge in (%) der acht dominanten Bakterienfamilien in den Stuhlproben der
Studienkinder 105 (Kreis), 106 (Rechteck) und 150 (Raute). Darstellung von Woche 12.
Datenaufbereitung und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.)

® 105
| 106
& 150



3 Ergebnisse 68

3.8 Auswirkungen der Gesamtdauer der Antibiotikagabe beim
Schema Ampicillin/Cefotaxim auf Shannon und Richness

Wie bereits erlautert, erhielten 41 Teilnehmer die Kombination Ampicillin/Cefota-
xim fr mehr als 48 Stunden. Diese Subpopulation wurde genauer betrachtet, um
der Fragestellung nachzugehen, ob sich die unterschiedlich lange Gabe von Am-
picillin/Cefotaxim auf das Mikrobiom im Sinne einer veranderten Richness bzw.
eines veranderten Shannon-Indexes auswirkt.

Bei der Betrachtung der Dauer der ausschlieRlichen Gabe von Ampicillin/Cefota-
xim erhielten 15 Kinder die Antibiotika-Kombi maximal 3 Tage, jedoch langer als
48 Stunden, 16 Kinder erhielten die Kombi fur 4 oder 5 Tage und 10 Kinder be-
kamen Ampicillin/Cefotaxim langer als 5 Tage verabreicht.

3 Tage
N=15

6+ Tage
N=10

Abb. 33: Anzahl der Studienteilnehmer aus der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe (N = Anzahl der
Studienteilnehmer), aufgeteilt nach Dauer der Antibiotikagabe 3, 4/5 und 6+ Tage.
Datenaufarbeitung durch Nina Heppner (M.Sc.). Grafik durch Gabriela Reichard.

3.8.1 Shannon Index und Richness im Gesamtbeobachtungszeitraum

Die meisten Kinder haben gruppenubergreifend einen geringen Shannon Index.
Es gibt in allen drei Gruppen nur wenige Aussreisser, sprich Kinder mit einem
hohen Shannon Index. Gruppe 3d und 4/5d haben bei nahezu gleicher Gruppen-
grosse einen ahnlichen Medianwert. Der Median liegt in der 3d-Gruppe bei 3.9
und bei der 4/5-Gruppe bei 3.35. Die Gruppe 6+ hat einen geringgradig hoheren
Medianwert von 5.1. Die Unterschiede beim Shannon-Index der einzelnen Grup-
pen 3d, 4/5d und 6+ sind allerdings nicht signifikant (p>0.05).
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Abb. 34: Shannon-Index (in Shannon effective no.) in Abhangigkeit der unterschiedlichen Dauer
der Gabe von Ampicillin/Cefotaxim mit 3d, 4/5 Tage und 6+ Tage. Dottet line 25th/75th
percentile, dashed line at median, ns p > 0.05. Datenaufarbeitung, Statistik und Grafik durch
Nina Heppner (M.Sc.).

Betrachtet man den Parameter Richness, so fallt auf, dass es in der 3d-Gruppe
einen hoheren Anteil an Ausreisern gibt, sodass der Median bei 47 zOTUs liegt.
Die beiden anderen Gruppen 4/5 und 6+ Tage haben annahernd die gleiche
Richness. Die 4/5d-Gruppe hat einen Median von 38 zOTUs, die 6+-Gruppe hat
einen Median von 36 zOTUs. Die Unterschiede in der Richness der einzelnen
Gruppen sind auch hier nicht signifikant (p>0.05).
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Abb. 35: Richness (in zOTUs) in Abhangigkeit von der unterschiedlichen Dauer der Gabe von
Ampicillin/Cefotaxim mit 3d, 4/5 Tage und 6+ Tage. Dottet line 25th/75th percentile, dashed line
at median, ns p > 0.05. Datenaufarbeitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

3.8.2 Shannon Index und Richness anhand einzelner Lebenswochen

Im Folgenden werden Shannon Index und Richness der Ampicillin/Cefotaxim-
Gruppe in Abhangigkeit der Gesamtdauer der Antibioitkagabe wochenweise dar-
gestellt. Die Werte beziehen sich immer auf Durchschnittswerte.

In Woche 1 ist der Shannon-Index der Gruppe 4/5d mit einem Wert von 26.66
(+/- 6.98) am hochsten. Dieser Wert sinkt in Woche 2 betrachtlich auf 2.63 (+/-
0.45). In den folgenden Wochen pendelt sich in der 4/5-Gruppe der Wert bei 4
ein.

Auch in der Gruppe 3d hat der Shannon seinen maximalen Wert in der ersten
Woche bei 18.54 (+/- 6.68) und sinkt in Woche 2 betrachtlich auf 5.15 (+/- 2.54),
jedoch nicht so tief wie in der 4/5d-Gruppe. Einen zweiten Peak hat diese Gruppe
in Woche 3 bei 8.31 (+/-2.80), bevor sich der Shannon Index in den weiteren
Wochen um 5 herum einpendelt. Uber den gesamten Zeitraum betrachtet, hat
diese Gruppe den hochsten Shannon Index im Verlauf.

Die Gruppe mit 6+d hat in der ersten Woche den niedrigsten Shannon von allen
Gruppen mit 11.89 (+/- 5.22), sinkt ebenfalls in Woche 2 auf 3.26 (+/- 0.98) und
pendelt sich in den nachsten Wochen um 5 ein.

In Woche 5 bis 8 pendelt sich der Shannon ungefahr gleich bei allen Gruppen
um den Wert 5 ein. Ein grosser Unterschied in den einzelnen Werten zwischen
den drei Gruppen ist hier nicht zu verzeichnen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass in allen drei Gruppen der Shannon-
Index in der 2. Woche am starksten fallt. Der Shannon-Index fallt in der 4/5d-
Gruppe am starksten und bleibt im Vergleich zu den anderen Gruppen im Verlauf
am niedrigsten.
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Abb. 36: Shannon-Index (in Shannon effective no.) in Abhangigkeit der unterschiedlichen Dauer
der Gabe der Wirkstoffe Ampicillin/Cefotaxim mit 3 (hellblauer Kreis), 4/5 (tlrkises Dreieck) und
6+ (violettes Quadrat) Tagen, aufgeteilt nach Lebenswoche. N= Gesamizahl der ausgewerteten
Proben. Mean with SEM. Datenaufarbeitung, Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

Sieht man sich die Dominanz des Parameters Richness in der Gruppe Ampicil-
lin/Cefotaxim an, so hat auch hier in der ersten Woche die Gruppe 4/5d die do-

minante Stellung mit 103.86 (+/-16.82) zOTUs, allerdings folgt sehr dicht die
Gruppe mit der Gabe von 3 Tagen mit 91 (+/-16.76) zOTUs.

Die Gruppe 3d sinkt in Lebenswoche 2 auf 36.71 (+/-8.35) ab und pendelt sich in
den nachsten Wochen um 50 ein, bevor die Richness in Woche 8 auf ein Mini-
mum von 28.5 (+/-2.5) sinkt. Diese Gruppe hat im Beobachtungszeitraum die
hochste Richness.

Die Gruppe 4/5d hat zu Beginn den hdchsten Shannon von allen drei Gruppen
mit 103.86 (+/-16.82) und sinkt in Lebenswoche 2 deutlich auf 49.53 (+/-11.46).
In den nachsten Wochen pendelt sich auch diese Gruppe ein, bis sie in Woche 8
einen ahnlichen Wert im Shannon von 48.33 (+/-8.69) aufzeigt wie die Gruppe
6+.

Die Gruppe 6+ fangt mit einem niedrigen Shannon von 40.75 (+/-15.75) an. Diese
Gruppen hat die geringsten Schwankungen in den nachsten Lebenswochen und
deckt sich in Lebenswoche 8 mit dem Shannon der Gruppe 4/5 Tage mit 48.00
(+/-7.95).
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Zusammenfassend kann man sagen, dass in allen drei Gruppen die Richness in
der 2. Woche am starksten fallt. Die Richness fallt in der 4/5d-Gruppe stark und
bleibt im Vergleich zu den anderen Gruppen in Woche 3 bis 6 am niedrigsten.
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Abb. 37: Richness (in zOTUs; in Abhangigkeit der unterschiedlichen Dauer der Gabe der
Wirkstoffe Ampicillin/Cefotaxim mit 3 (hellblauer Kreis), 4/5 (tlrkises Dreieck) und 6+ (violettes
Quadrat) Tagen, aufgeteilt nach Lebenswochen. N= Gesamtzahl der ausgewerteten
Stuhlproben. Mean with SEM. Datenaufarbeitung, deskriptive Statistik und Grafik durch Nina
Heppner (M.Sc.).

3.9 Taxonomie der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe in
Abhangigkeit von Lebenswoche und Gesamtdauer der
Antibiotika-Gabe

Die folgenden Grafiken stellen die Taxonomie in der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe
mit ihren Subgruppen Dauer der Antibiotikagabe mit 3 Tagen, 4/5 Tagen und 6+
Tagen dar. Es werden die ersten vier Lebenswochen abgebildet. Die folgenden
Prozentangaben beziehen sich jeweils auf den Mean (25./75. Perzentile). Somit
kann der Fragestellung nachgegangen werden, ob es Unterschiede in der Taxo-
nomie in Abhangigkeit der Lebenswoche bei unterschiedlicher Therapiedauer in
der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe gibt.
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3.9.1 Lebenswoche 1

3.9.1.1 Gruppe 3d

In dieser Gruppe dominieren die Staphylococcaceae mit 40.35 [0.23/89.80] %.
Die zweit grosste Gruppe machen die Lachnospiraceae (15.50 [0/45.30] % aus.
Ebenfalls zu finden sind die Enterobacteriaceae (12.56 [0.07/29.32] %) und die
Bacteroidaceae mit 11.02 [0/32.19] %.

3.9.1.2 Gruppe 4/5d

Die Hauptgruppe wird von den Enterobacteriaceae mit 38.04 [8.01/45.75] % ge-
bildet. Einen geringen Anteil machen die Lachnospiraceae (6.86 [0/13.51] %), die
Bacteroidaceae (5.52 [0/12.57] %) und die Enterococcaceae (4.58 [0.11/1.16] %)
aus. In dieser Gruppe gibt es auch einen geringen Anteil an Bifidobacteriaceae
(1.40 [0/2.11] %).

3.9.1.3  Gruppe 6 plus

Dominierend sind die Enterobacteriaceae mit 45.64 [10.11/86.77] %, gefolgt von
den Enterococcaceae mit 22.30 [1.32/43.32] %. Auch in dieser Gruppe findet
man einen geringen Anteil von Bifidobacteriaceae (0.83 [0/2.21] %).

Zusammenfassend kann man Uber die erste Lebenswoche festhalten, dass in
der Gruppe ,.3 Tage“ die Staphylococcaceae die Hauptgruppe bilden. Es gibt drei
weitere Stamme (Lachnospiraceae, Enterobacteriaceae und Bacteroidaceae),
die in geringerer Menge, jedoch zu fast gleich starken Anteilen vertreten sind. In
der Gruppe ,4/5 Tage” gibt es eine Hauptgruppe, die Enterobacteriaceae und die
Gruppe ,>6 Tage“ hat die Enterobacteriaceae ebenfalls als dominante Gruppe,
in geringerem Anteil gefolgt von den Enterococcaceae. Bifidobacteriaceae findet
man zu gleichen geringen Anteilen in der ,,4/5 Tage“ und in der ,6+ Tage“-Gruppe.
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Abb. 38: Menge der Bakterien (Top 15) (in %) in Abhangigkeit der Dauer der Gabe von
Ampicillin/Cefotaxim von 3d (hellblau), 4/5d (tirkis) und 6+ Tage (violett) in Lebenswoche 1.
25th/75th percentile, line at median, dot at mean, whiskers min/max. Datenaufarbeitung,
Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

3.9.2 Lebenswoche 2

In Lebenswoche 2 andert sich das bakterielle Verteilungsmuster. In allen drei
Gruppen Ubernehmen die Staphylococcaceae die fuhrende Stellung. Es finden
sich noch Enterobacteriaceae und Enterococcaceae. Die anderen taxonomi-
schen Einheiten verschwinden fast vollstandig. Das Bild ist nicht mehr so bunt
wie in Lebenswoche 1.

3.9.2.1 3d Gruppe

In Lebenswoche 2 sind die Staphyloccoccaceae mit 39.11 [1.82/92.53] % domi-
nierend, dicht gefolgt den Enterobacteriaceae (30.38 [0.08/70.64] %). Enterococ-
caceae sind ebenfalls mengenmassig relevant mit 13.97 [0.02/20.28] % vertre-
ten. In dieser Gruppe findet man einen Anteil der Bifidobacteriaceae mit 2.63
[0/0.02] %.
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3.9.2.2 4/5d Gruppe

Staphylococcaceae stellen mengenmassig den dominaten Teil dar (72.98
[53.30/98.41] %), gefolgt von Enterococcaceae (13.42 [0.01/29.89] %). Weitere
Gruppen sind nicht nennenswert vertreten.

3.9.2.3 6plus Gruppe

In dieser Gruppe findet man fast ausschliesslich Staphylococcaceae mit 60.86
[0.04/99.73 1%. Einen kaum messbaren Anteil machen noch die Enterobacteri-
aceae mit 14.75 [0.07/2.09] % aus.

Zusammenfassend kann man flr die zweite Lebenswoche festhalten, dass in al-
len drei Gruppen die Staphylococcaceae die dominante Stelle einnehmen. Die
Gruppe 4/5d ist dabei der Spitzenreiter. Bemerklich ist der Anteil der Bifidobac-
teriaceae in der 3d Gruppe mit knapp 3%.
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Abb. 39: Menge der Bakterien (Top 15) (in %) in Abhangigkeit der Dauer der Gabe von
Ampicillin/Cefotaxim von 3d (hellblau), 4/5d (tirkis) und 6+ (violett) Tage in Lebenswoche 2.
25th/75th percentile, line at median, dot at mean, whiskers min/max. Datenaufarbeitung,
Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).
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3.9.3 Lebenswoche 3

In Woche 3 findet man wieder eine breitere Verteilung in den taxonomischen Ein-
heiten.

3.9.3.1  Gruppe 3d

Die dominante Gruppe stellen die Enterobacteriaceae mit 49.84 [0.14/81.77] %
dar, gefolgt von den Enterococcaceae (12.12 [0.03/16.94] %) und Veillonellaceae
(13.02 [0/15.69] %). Staphylococcaceae findet man kaum mehr (2.56 [0.02/4.67]
%). In dieser Gruppe gibt es einen betrachtlichen Anteil von 3.58 [0/0.06] % an
Bifidobacteriaceae.

3.9.3.2 Gruppe 4/5d

Auch hier macht die Gruppe der Enterobacteriaceae den Hauptanteil aus (29.68
[0.15/80.07] %). Hier sind die Staphylococcaceae mit 21.94 [0.29/41.00] % die
zweitdominanteste Gruppe, gefolgt von den Enterococcaceae mit 17.16
[0.05/29.61] %. Man findet einen Anteil von 2.94 [0/0.11] % an Bifidobacteri-
aceae.

3.9.3.3  Gruppe 6plus

Dominant sind auch hier die Enterobacteriaceae mit 33.74 [0.44/84.01] %, gefolgt
von den Enterococcaceae mit 20.67 [0.01/56.95] %. Veillonellaceae (14.92
[0/25.64] %) und Staphylococcaceae (13.80 [0.07/17.44] %) sind bei knapp 15%.
In dieser Gruppe findet man kaum Bifidobacteriaceae (0.10 [0.07/17.44] %).

Zusammenfassend kann man fur die Woche 3 festhalten, dass in allen drei Grup-
pen die Staphylococcaceae von Woche 2 durch die Enterobacteriaceae in Wo-
che 3 abgeldst wurden. Den grossten Anteil der Enterobacteriaceae findet man
in der Gruppe 3 Tage. In dieser Gruppe findet man ebenfalls den grossten Anteil
an Bifodobacteriaceae.
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Abb. 40: Menge der Bakterien (Top 15) (in %) in Abhangigkeit der Dauer der Gabe von
Ampicillin/Cefotaxim von 3d (hellblau), 4/5d (tirkis) und 6+ (violett) Tage in Lebenswoche 3.
25th/75th percentile, line at median, dot at mean, whiskers min/max. Datenaufarbeitung,
Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).

3.9.4 Lebenswoche 4

3.9.4.1 Gruppe 3d

Die Enterobacteriaceae bleiben in dieser Gruppe auch in Woche 4 mit 61.59
[53.23/84.49] % dominant. Weitere taxonomische Einheiten sind nicht
nennenswert. Man findet allerdings Bifidobacteriaceae mit 8.53 [0/2.59] %.

3.9.4.2 Gruppe 4/5d

Dominant sind hier auch die Enterobacteriaceae mit45.77 [0.11/82.13] %, gefolgt
von den Veillonellaceae mit 20.26 [0.02/49.14] %. Enterococcaceae 11.37
[0.10/8.99] % und Clostridiaceae 10.97 [0/10.51] % machen einen geringen Anteil
aus. Die Bifidobacteriaceae liegen hier bei 2.29 [0/2.77] %.



3 Ergebnisse 78

3.9.4.3 Gruppe 6plus

Auch in dieser Grupep sind die Enterobacteriaceae dominant mit 47.44
[0.11/89.05] %. Weitere Stamme, die in ungefahr gleicher Verteilung auftreten,
sind Enterococcaceae (8.85 [0/21.78] %), Veillonellaceae mit 12.86 [0/23.86] %,
Staphylococcaceae mit 10.02 [0.03/1.15] % und Clostridiaceae mit 14.92
[0.01/15.63] %. Bifidobacteriaceae sind in dieser Gruppe nicht zu finden (<0%).

Zusammenfassend kann man fur die Woche 4 sagen, dass die
Enterobacteriaceae in allen drei Gruppen die dominante Gruppe bleiben. Den
grossten Anteil findet man in der Gruppe 3 Tage. Hier gibt es auch den gréssten
Anteil an Bifidobacteriaceae.
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Abb. 41: Menge der Bakterien (Top 15) (in %) in Abhangigkeit der Dauer der Gabe von
Ampicillin/Cefotaxim von 3d (hellblau), 4/5d (tirkis) und 6+ (violett) Tage in Lebenswoche 4.
25th/75th percentile, line at median, dot at mean, whiskers min/max. Datenaufarbeitung,
Statistik und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.).
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3.9.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man festhalten, dass erstmal unabhangig von der
Dauer der Antibiotika-Gabe in der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe in den ersten 4
Lebenswochen ausschliesslich Enterobacteriaceae und Staphylococcaceae die
dominanten Gruppen sind.

In der ersten Lebenswoche findet man nur in der Gruppe 3d Staphylococcaceae
als dominante Familie. Den grossten Anteil der Enterobacteriaceae findet man in
der 6+ Gruppe.

In Woche 2 hat man in allen drei Gruppen die Staphylococcacea als dominante
Gruppe, vor allem in der Gruppe 4/5d. Erstmals treten Bifidobacteriaceae in der
Gruppe 3d auf.

Die dritte Lebenswoche stellt einen switch dar und die Enterobacteriaceae domi-
nieren ab jetzt. In der Gruppe 3d nimmt die Familie den gréssten Anteil ein.
Ebenso findet man in dieser Gruppe den hochsten Anteil an Bifidobacteriaceae.

In Woche 4 findet man ebenfalls in der Gruppe 3d den grossten Anteil an Entero-
bacteriaceae bei gleichzeitig auftretendem grossten Anteil an Bifidobacteriaceae.

|| 3Tage | 415 Tage

Tab. 11: Zusammenfassende Ubersicht der dominanten Bakterienfamilien (in %) in
Abhangigkeit der Lebenswochen 1-4 und der Dauer der Antibiotikagaben 3 Tage, 4/5 Tage und
6+ Tage und unter Beriicksichtigung der gerundet prozentualen Anteile der Bifidobakterien.
Datenaufbereitung durch Nina Heppner, Zusammenstellen der Tabelle durch Gabriela Reichard

3.10 Der phylogenetische Baum

Als Abschluss und Zusammenfassung der Ergebnisse lasst sich die Gesamtheit
der Biobank anhand jeder einzelnen Stuhlprobe grafisch darstellen. Mit dieser
Ubersicht wird die Frage beantwortet, ob man in unserer Studienpopulation einen
allgemeinen Trend im Mikrobiom durch Betrachtung aller 774 Stuhlproben erken-
nen kann.

Im breitesten Ring wird die bakterielle Zusammensetzung jeder einzelnen Stuhl-
probe dargestellt. Eine Saule entspricht hierbei einer analysierten Stuhlprobe. Bei
774 analysierten Stuhlproben sind hiermit 774 Saulen dargestellt. Bei unserer
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Population konnten Uberwiegend die Phyla Firmicutes, Proteobacteria, Ac-
tinobacteriota und Bacteroidota nachgewiesen werden.

Die Verbindungslinien zentral geben Auskunft Gber die Ahnlichkeit der Bakterien-
stdmme. Im Rahmen dieser Arbeit wird allerdings nicht naher darauf eingegan-
gen.

Die ausseren Ringe bringen zu jeder analysierten Stuhlprobe noch Zusatzinfor-
mationen bezuglich der Punkte ,Sample Week®, ,ABGroup“ und Aussagen be-
ziuglich Dauer der Antibiotikumgabe von Ampicillin/Cefotaxim. Mit dieser Darstel-
lung kann also herausgearbeitet werden, ob sich ein Trend in diesen Variablen
in der Zusammensetzung der bakteriellen Zusammensetzung der Stuhlproben
erkennen lasst.

Insgesamt lassen sich in dem Baum 8 verschiedene Verteilungsmuster erken-
nen:

e Proteobacteria

e Proteobacteria und Firmicutes

e Proteobacteria, Firmicutes und Actinobacteriota

e Firmicutes

e Firmicutes, Proteobacteria und Bacteroidota

e Firmicutes und Actinobacteriota

e Firmicutes, Proteobacteria und Actinobacteriota
e Firmicutes und Proteobacteria

Der abgebildete phylogenetische Baum zeigt die Verteilung bzw. Dominanz der
unterschiedlichen phylogenetischen Gruppen. Auffallend ist, dass zwei Gruppen
dominierend sind: Proteobacteria und Firmicutes. Es gibt eine fast gleichmassige
Aufteilung der Dominanzen bei ca. der Halfte der Stuhlproben. Die Gruppe der
Actinobacteriota ist ausschliesslich in einer geringen Gruppe an Stuhlproben do-
minierend. Falls Actinobacteriota zu finden sind, dann eher in der Firmicutes-do-
minierenden Gruppe.

Aus dem Diagramm kann man erkennen, dass bei der Proteobacteria-Dominanz
der Anteil der ausschliesslich mit Pip/Taz-behandelten Kinder grosser ist als bei
der Firmicutes-dominirenden Gruppe. Bei den Kindern, die ausschliesslich mit
Pip/Taz behandelt wurden, war der Hauptteil der Stuhlproben in der Proteobac-
teria-Dominanz-Gruppe und ein geringerer Anteil in der Firmicutes-Domianz-
Gruppe. Bei den Kindern, die ausschliesslich mit Ampicillin/Cefotaxim behandelt
wurden, war die Verteilung der Stuhlproben auf die Dominanzen Proteobacteria
und Firmicutes ungefahr gleich.
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Die Gruppe der Bacteroidota kommen begleitend nur bei der Firmicutes Gruppe

Vvor.

Bezlglich Unterscheidung der phylogenetischen Zusammensetzung der Stuhl-
proben bei unterschiedlich langer Gabe der unterschiedlichen antibiotischen
Substanzen wurden genaue Erkenntnisse in den Vorkapiteln dargestellt. Auf
Grundlage des Baumes wird daher nicht weiter eingegangen, da dieser nur einen
Uberblick aufzeigen kann.

Phyla
Actinobacteriota
[ Bacteroidota 1 \ VLT 1l
{7 Desulfobacterota \ 1 .ll.m"'.'/ll
B Firmicutes ‘ s — d

Proteobacteria
) Verrucomicrobiota
[ Unknown
Sample Week
B week 1
B week 2
. week 3
B week 4 ..
B week 5 . |-
B week 6 -y
B week 7 o |
B week 8 —=8
B week 9 = =
B week 10 [}
B week 11 -
B week 12
ABGroup
B AmpiCefo
B AmpiCefoPlus
. PipTaz
. PipTazPlus
OtherABs
[ None
AmpiCefo
3 days
B 4/5 days
B 6+ days

Abb. 42: Phylogenetischer Baum. Der innerste Ring stellt die Phyla dar. Im zweiten inneren Ring
sind die Lebenswochen/Sammelwochen der Studienteilnehmer dargestellt. Der dritte Ring stellt
die Zuordnung der Stuhlproben zu den unterschiedlichen Antibioitikaschemata Ampi/Cefo,
AmpiCefoPlus, Pip/Taz, PipTazPlus, Other ABs und None dar. Der ausserste Ring enthalt die
unterschiedlichen Lange der Antibiotikagaben 3 days, 4/5 days und 6+ days. Datenaufarbeitung

und Grafik durch Nina Heppner (M.Sc.). Erstellung mittels Evolview v3.
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4. Diskussion

4.1 Interpretation der Ergebnisse unter Einbindung in die
aktuelle Forschung

Antibiotika gehdren zu den am meisten eingesetzten Medikamenten in der Ne-
onatologie [123]. Allerdings weiss man immer noch nicht genau, welchen Einfluss
der Einsatz dieser Medikamentengruppe auf die Entwicklung des Mikrobioms bei
Frihgeborenen hat. Es ist auch noch nicht ausreichend untersucht, ob die unter-
schiedliche Dauer der Antibiotikagabe in den ersten Lebenstagen des Friihgebo-
renen Auswirkungen auf das Mikrobiommuster hat. Im Rahmen der im Dr. von
Haunerschen Kinderspitals (Klinikum der Universitat Munchen) durchgefuhrten
NeoMuniCH-Studie ist unsere Gruppe diesen Fragestellungen nachgegangen.
Dies ist unseres Wissens die erste Studie, die bei der Untersuchung der Mikrobi-
omentwicklung die beiden Schemata Ampicillin/Cefotaxim und Piperacil-
lin/Tazobactam gegenuberstellt.

Unsere Studienpopulation zeigt einen Uberwiegenden Anteil an Firmicutes und
Proteobacteria, einen kaum messbaren Anteil an Bifidobacteriaceae und eine ge-
ringe Diversitat. Dies deckt sich mit den aktuellen Forschungsergebnissen bei
Neonaten- bzw. Antibioitka-assoziierten Mikrobiomuntersuchungen:

Die geringe Diversitat ist typisch fur das neonatale Mikrobiom. Wang et al. sehen
diese geringe Bakterienvielfalt als eine der Ursachen fur die Nekrotisierende
Enterokolitis. [80] Greenwood et al. konnten zeigen, dass die Anwendung von
Antibiotika die Diversitat nach unten reguliert [114]. Auch Yassour et al. konnten
bei mit Antibiotika-behandelten Kindern mit einem Lebensalter von 2-36 Monaten
eine verminderte Diversitat nachweisen [87], sodass die Antibiotikagabe als Re-
duzierer der Diversitat an sich gesehen werden kann. Auch wir konnten diesen
Trend in unseren Analysen sehen und interpretieren die geringe Diversitat einer-
seits durch die Unreife der Frihgeborenen und die Verstarkung der geringen
Diversitat durch eine zusatzliche Antibiotikagabe.

Unsere Studienpopulation zeigt zwei dominante Phyla: Die Firmicutes und die
Proteobacteria. Auffallend im phylogenetischen Baum ist, dass ca. die eine Halfte
der Studienpopulation von Proteobacteria auf Kosten der Firmicutes gepragt ist
und die andere Halfte von Firmicutes auf Kosten der Proteobacteria gepragt ist.
Wang et al. beschreiben Frihgeborene mit einem Proteobacteria-reichen/domi-
nierenden Mikrobiom als anfallig fur eine nekrotisierende Enterokolitis und sehen
diese Phyla als potentiell pathogen an [80].
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Betrachtet man die Taxonomie der PipTaz- und der Ampi/Cefo-Gruppe, so konn-
ten wir zeigen, dass in der Pip/Taz-Gruppe die Enterobacteriaceae und die
Staphylococcaceae den dominanten Anteil ausmachten, hingegen bei der
Ampi/Cefo-Gruppe zusatzlich die Entercococcaceae mengenmassig stark vertre-
ten waren. Die Bifidobacteriaceae waren kaum vertreten. Das Mikrobiommuster
der Ampi/Cefo-Gruppe, also die Dominanz von Enterobacteriaceae und
Enterococcaceae mit einer kaum vertretbaren Menge an Anaerobiern wird auch
schon von Arboleya et al. beschrieben, die dieses Mikrobiom als Frihgeborenen-
Mikrobiom im Vergleich zu einem Reifgeborenen-Mikrobiom interpretieren [46].
Der grosse Anteil an Enterobacteriacea steht fur ein verzogertes Reifestadium
des Darmmikrobioms [46, 81].

Korpela et al. konnten nachweisen, dass das Frihgeborenen-Mikrobiom sich in
vier Phasen entwickelt, abhangig vom Reifealter. Vor allem in der 24. bis 30.
Schwangerschaftswoche nehmen die Staphylococcacea die dominante Stellung
ein, gefolgt von den Enterococcaceae in der 30 bis 35. Schwangerschaftswoche.
Die Enterobacteriaceae sind vor allem in der 35. Schwangerschaftswoche als
starkste Gruppe vertreten. Die Bifidobacteriaceae sind die Guppe, die als
Schlusslicht das Mikrobiom bei Fruhgeborenen dominieren. [98]

Diese Erkenntnisse und diese strikte Phasenbildung lassen sich bei unseren Da-
ten nicht finden. Die Taxonomien unserer Vergleichsgruppen zeigen zwar auch
die ersten drei genannten Gruppen als stark vertretene Familien an, vor allem bei
der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe, allerdings zeigen sich die Enterobacteriaceae
als Hauptgruppe. Beachtet man den Hinweis, dass in unserer Studie in Lebens-
woche 4 die meisten Stuhlproben ausgewertet werden konnten, so kann man
sagen, dass die Enterobacteriaceae in einer spateren Lebensphase der Kinder
weiterhin dominant sind. Allerdings muss berlcksichtigt werden, dass bei uns
das Gestationsalter bei 201.5 (+/-16.69) Tagen lag. Diese spate Enterobacteri-
aceae-Dominanz konnten wir vor allem bei der Aufschllsselung der Bakterienfa-
milien in Abhangigkeit der Dauer der Antibiotikagaben in der Ampicillin/Cefota-
xim-Gruppe darstellen. Auch unsere Gruppe zeigte zu Beginn die Dominanz der
Staphylococcaceae. Diese Dominanz ging allerdings gleich in die Dominanz der
Enterobacteriaceae Uber. Eine Dominanz der Bifodobacteriaceae konnte bei uns
wahrend des Beobachtungszeitraumes nie erreicht werden. Aus diesen Erkennt-
nissen schliessen wir — gegen die Erkenntnisse von Korpela et al. [98], dass die
Antibiotikagabe auch noch in der 4. Lebenswoche eine deutliche Verzdgerung
bei der Etablierung eines physiologischen anaeroben Mikrobiommusters zeigt
[46].

Wie in den vorherigen Kapiteln deutlich dargestellt wurde, ist ein gesundes Mik-
robiom Bifidobacteriaceae-reich, denn Anaerobiern wird als ,Health Promotern®
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die Aufgaben zugewiesen, dass sie eine gewisse Schutzfunktion im Darm Uber-
nehmen und das Wachstum pathogener Keime im Darm verhindern [68, 136].
Aus diesem Grund ist es von enormer Bedeutung, im Rahmen der durchgefluhr-
ten NeoMuniCH-Studie auch zu bertcksichtigen, unter welchem Schema der
prozentuale Anteil der Bifidobacteriaceae hdher ist. Moubareck et al. konnten
nachweisen, dass alle untersuchten Bifidobakterien-Stamme sensibel auf u.a.
Amoxicillin und Piperacillin reagiert haben [136]. Dies erklart und deckt sich mit
unseren erzielten Ergebnissen, namlich einerseits mit dem geringen Anteil der
Bifiobacteriaceae im dargestellten phylogenetischen Baum bei der Betrachtung
aller untersuchten Stuhlproben und in den Taxonomien auf dem Level der Bak-
terienstammen beim Vergleich der beiden unterschiedlichen Antibiotika-Sche-
mata.

In beiden Schemata war der Anteil der Bifidobacteriacae sehr gering. Wir konnten
zeigen, dass der Anteil der Bifidobacteriaceae in der Ampicillin/Cefotaxim
(2.98%) dennoch fast doppelt so hoch war als in der Piperacillin/Tazobactam-
Gruppe (1.25%). Beim Vergleich des Outcomes bezlglich der Dauer der Antibi-
otika-Gabe in der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe war der Anteil der Bifidobacteri-
acea in der 3-Tage-Gruppe in Woche 4 am hochsten (8.53%). Daher konnen wir
die Schlussfolgerung ziehen, dass bei der Gabe von Ampicillin/Cefotaxim uber
drei Tage der Anteil der Bifidobacteriaceae im Verlauf am hochsten ist.

Butel et al. rechtfertigen die geringen Bifidobacteriaceae-Mengen bei Frihgebo-
renen mit dem Gestationsalter und weniger mit der Gabe von Antibiotika: Diese
Arbeitsgruppe sieht ausschliesslich das Reifealter von 32.9 Schwangerschafts-
wochen bei Geburt als entscheidende Determinante fur die Entwicklung eines
Bifidobacteriaceae-reichen Mikrobiommusters. Sie wiesen nach, dass die Gabe
von Antibiotika keinen Einfluss auf die Kolonisierung des Darms mit Bifidobacte-
riaceae hatten. [84]

Tanaka et al. konnten zeigen, dass der Shannon-Index bei Antibiotika-behandel-
ten Kindern im Vergleich zu nicht behandelten Kindern in den ersten Lebensta-
gen deutlich abnahm und erst nach 1 Monat anstieg [88]. Die Ergebnisse unserer
Studie bestatigen dies. Unabhangig der verglichenen Schemata nimmt die Diver-
sitat der mit Antibiotika behandelten Kinder nach der ersten Lebenswoche stark
ab und pendelt sich auf einem niedrigen Niveau im Lauf der weiteren Lebenswo-
chen ein. Ein Anstieg im Sinne einer Erholung des Mikrobioms ist allerdings bei
unserer Studienpopulation kaum zu erkennen. Es ist anzumerken, dass trotz lan-
gerer Gabe von Piperacillin/Tazobactam der Shannon-Index in den ersten Le-
benswochen hoher als in der Ampicillin/Cefotaxim ist. Wir kommen daher zu der
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Schlussfolgerung, dass es bei beiden Schemata eine gewisse antibiotische Se-
lektion - ausgedruckt durch die Abnahme des Shannon Index - gibt [88], diese
allerdings unter Piperacillin/Tazobactam geringer ausgepragt ist.

Anhand des phylogenetischen Baumes konnten wir zeigen, dass bei der Prote-
obacteria-Dominanz der Anteil der ausschliesslich mit Pip/Taz-behandelten Kin-
der grosser war als bei der Firmicutes-dominirenden Gruppe. Die Gruppe der
Bacteroidota kamen begleitend nur bei der Firmicutes-Gruppe vor. Der Baum
zeigt, dass unter den Kindern, die Pip/Taz erhalten haben die Stuhlproben mehr
Proteobacteria-Dominanzen aufwiesen, als Firmicutes bei kaum auftretenden
Bacteroides und Actinobacteria. Diese Bakterienstamme sind allerdings enorm
wichtig fur die u. a. metabolische Funktion [137]. Wir erklaren uns dies dadurch,
dass die Proteobacteria andere Bakterienstamme in ihrem Wachstum unterbin-
den, mehr als die Firmicutes-Familie.

Ob man allein aus dem Baum die Schlussfolgerung ziehen kann, dass unter
Pip/Taz eher Proteobacteria wachsen und unter Ampi/Cefo eher Firmicutes bleibt
dennoch fraglich, da berlcksichtigt werden muss, dass die Kinder in der
Ampi/Cefo-Gruppe schwerer (1215 (+/-385.9) Gramm) und alter (204.0 (+/-
15.51) Tage) waren als in der PipTaz-Gruppe (198.4 (+/-17.45) Tage und 1110
(+/-487.8) Gramm) und Pip/Taz langer gegeben wurde (16.95 (+/-25.24 Tage))
als Ampic/Cefo (4.07 (+/-3.154 Tage)) und dass insgesamt mehr Kinder Ampicil-
lin/Cefotaxim (N=48) wahrend des Beobachtungszeitraumes erhielten als Pipera-
cillin/Tazobactam (N=11).

Wir konnten in unserer Studienpopulation drei Ausreisser erkennen, die sich in
Shannon, Richness und teilweise der Mikrobiomzusammensetzung gegen die
Erwartungen verhalten. Diese Varianz und das Abweichen vom sowieso schon
anormalen Entwicklung des Mikrobioms lasst uns die Annahme bestatigen, dass
kein Mikrobiommuster einem anderen gleicht [50, 51, 137] — auch nicht bei Zwil-
lingen, wie wir herausarbeiten konnten. Wir sind der Meinung, dass viele Ein-
flussfaktoren das Mikrobiommuster pragen. Die Gesamtpunkte, die auf den Wirt
wirken, u.a. eine Gabe von Antibioitka in der Fruhphase, der Geburtsmodus, die
Ernadhrung [138] machen das Mikrobiom aus und entscheiden letztendlich dar-
uber, ob ein potentiell pathogen gepragtes Mikrobiommuster sich klinisch prasen-
tiert. Bei dem Studienteilnehmer 150 kdnnte die immer wiederkehrende Sepsis,
der lange Klinikaufenthalt und die Anzahl der antibiotischen Therapie zu diesen
ungewodhnlichen Diversitatsentwicklungen beigetragen haben.

Die oben beschriebenen Sachverhalte missen allerdings in folgenden Zusam-
menhang, der von Kim et al. aufgegriffen wurde, gebracht werden:
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Das Vorkommen, der oben genannten dominanten Phyla an sich ist nicht patho-
gen. Die meisten Darmbakterien, die den Darm naturlicherweise besiedeln geho-
ren zu den vier dominanten Phyla: Bacteroidetes, Firmicutes, Actonobacteria und
Proteobaccteria. Vielen Bakterien wird eine positive Wirkung zugeschrieben.
[137, 139] Allerdings gibt es einzelne Subgruppen [137, 140], die fir den Wirt
gefahrlich werden konnen. Und drittens gibt es pathogene Bakterien, die physio-
logisch in geringer Menge im Darm vorkommen, jedoch das Potenzial zur Uber-
wucherung des Darms wahrend der Dysbiose zeigen [137, 141, 142].

4.2 Starken der Studie

Bei der Auswertung der Stuhlproben ist zu beachten, dass sich die Mikroben im
Labor schwer kultivieren lassen. Dies hat einen Einfluss beztiglich der Auflistung
der Bakterienstamme/-familien und die dadurch korrekte Darstellung des Milieus,
die fur die weitere Entwicklung des Mikrobioms von fundamentaler Bedeutung
ist. Allerdings lassen sich Mikroben im Labor haufig nur schwer kultivieren, was
die Katalogisierung der Mitglieder und das Verstandnis der Funktionsweise von
Gemeinschaften erschweren kann.[143]

Wie Abbildung 6 auf Seite 20 darstellt, haben die Publikationen zum Thema Mik-
robiom und Frihgeborenene in den letzten Jahren zugenommen. Dies liegt unter
anderem an den Fortschritten der Next-Generation-Sequencing Technologien,
die Zugang zur ,Black Box“ der Komplexizitat des Mikrobioms ermoglich haben
[41]. Seit Einfuhrung dieses neuen Verfahrens im Jahre 2005 kann paralleles
Sequenzieren von Millionen DNA-Fragmenten und somit Erbinformationen meh-
rer Bakterien gleichzeitig in klrzester Zeit gewonnen werden [144]. Unsere Stu-
die wurde beim Sequenzieren der Daten nach den aktuellen Empfehlungen und
Standards durchgefuhrt, um eine starke Aussagekraft der Analysen zu erreichen.
Durch dieses nicht-Kultur-basierte Sequenzierverfahren konnten wir auch Bakte-
rienstamme in kurzester Zeit darstellen, die womadglich bei der Kultur-basierten
Analyse durch die ,grossen” Bakterienstamme Uberlagert und dadurch nicht oder
nicht genau im Verhaltnis dargestellt hatten werde kénnen. Vor allem in Anbe-
tracht der geringen, jedoch wichtigen Menge an Bifidobakterien ist das exakte
Verteilungsmuster zur Interpretation der Mikrobiomentwicklung beispielsweise
von enormer Bedeutung. Zugleich muss im Rahmen der neuen Sequenzierver-
fahren das Milieu (anaerobes/aerobes) Wachstum nicht berticksichtigt werden.

Im Rahmen der NeoMuniCH-Studie konnte mit der Auswertung von 774 Stuhl-
proben eine aussagekraftige Biobank erstellt werden. Durch die Orientierung an
den Vorgaben bezuglich der wichtigsten Schritte von der Probenentnahme bis
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zur Verarbeitung der Proben unter standiger Wahrung der Kuhlkette konnten Pro-
ben gesammelt werden, die die Voraussetzungen fur eine aussagekraftige Ana-
lyse schaffen [128].

4.3 Schwachen der Studie

Aufgrund einer zu geringen Stuhlprobenanzahl bei Betrachtung der Ampi/Cefo
bzw. Pip/Taz-Gruppe, mussten die Untersuchungen teilweise auf die ,Plus-,-
Gruppen erganzt werden. Inwieweit der Zusatz weiterer Wirkstoffe sich auf das
Mikrobiom auswirken, kdnnen wir in dieser Studie nicht beurteilen.

Wir konnten aufzeigen, dass die meisten Stuhlproben in Lebenswoche 4 analy-
siert werden konnten. Das heisst, die grosste Aussagekraft liegt in dieser Woche.
Zieht man unsere Studie heran, um Aussagen bezlglich der Entstehung einer
EOS ableiten zu konnen, decken sich die Zeitintervalle nicht. In Woche 4 ist die
kritischste Phase bezuglich Mortalitat im Rahmen einer NEC oder EOS Uberwie-
gend vorbei. Arbeitet man in Zukunft daran, das Mikrobiom als eine Art Biomarker
zu sehen, welches aufgrund einer bestimmten Mikrobiomentwicklung Erkrankun-
gen wie eine Nekrotisierende Enterokilitis oder eine EOS /LOS ,vorhersagt®, so
muss das Hauptaugenmerk der Stuhlanalysen auf die ersten Lebenstage/-wo-
chen gesetzt werden, um ein Ausgangsmikrobiom als ,Standardmikrobiom* fest-
setzen zu konnen.

4.4 Ausblick

Da sehr viele Einflussfaktoren die Entstehung des Darmmilieus und somit das
Mikrobiomwachstum beeinflussen, sind weitere Studien notwendig, um die Stu-
dienpopulationen mit gleichen Kriterien zu vergleichen. Vor allem CPAP, Antibi-
otikagabe der Mutter, Geburtsmodus, Gabe von Muttermilch/Spendermilch oder
Industrienahrung, externe Zugange, Dauer des Krankenaufenthaltes sind wich-
tige Kriterien, die bei der Mikrobiomentwicklung beachtet werden mussen.
Schafft man eine homogene Gruppe in den jeweiligen Wirkstoffgruppen, kénnen
genauere Aussagen bezuglich der Mikrobiomentwicklung getroffen werden, da
weitere Einflussfaktoren dadurch ausgeklammert werden konnen.

Wir konnten zeigen, dass die unterschiedliche Dauer der Ampicillin/Cefotaxim-
Gabe Uberwiegend keinen Unterschied der dominanten Familien zur Folge hat-
ten. Die Staphylococaceae waren in Woche 2 in allen Gruppen die Hauptvertreter
und wurden in Woche 3 und 4 ubiquitar durch die Enterobacteriaceae abgelost.
Der einzige Unterschied lag in dem prozentualen Anteil. Allerdings muss beach-
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tet werden, dass die Dauer der Antibiotikagabe insofern nicht vernachlassigt wer-
den darf, dass in den letzten Jahren die Resistenzentwicklung der Bakterien un-
ter Antibiotikatherapie immer mehr in den Fokus geraten ist. Aus diesem Grund
muss der Einsatz der Antibiotika genau Uberlegt werden. [36] Jernberg et al.
konnten zeigen, dass durch den Einsatz von Clindamycin Uber 7 Tage aus-
schliesslich in der exponierten Gruppe resistente Bacteroides-Klone angezichtet
werden konnten, die bis zu 2 Jahre nach Antibiotikagabe noch nachweisbar wa-
ren. Resitente Klone Ubernahmen im Beobachtungszeitraum zeitweise die domi-
nante alleinige Stellung unter den Bacteroides, andere resistente Bacteroides-
Klone verschwanden flr einige Monate, traten jedoch nach beispielsweise 1 Jahr
wieder auf. [145]

Unter diesem Gesichtspunkt ware es interessant, durch weitere Analysen unse-
rer Stuhlproben festzustellen, ob unter den unterschiedlichen Regimen und der
unterschiedlichen Dauer der Gaben resistenten Erreger selektiert wurden.

Es bleibt die Frage, welche Mikrobiommuster der Antibiotikatherapie und welche
Muster der Frihgeburt an sich geschuldet sind. Es ist daher wichtig, in weiteren
Studien das Mikrobiom von Reifgeborenen und Frihgeborenen zu untersuchen,
die nach Geburt mit denselben Antibiotikawirkstoffen behandelt worden sind.

Abschliessend ist zu sagen, dass unabhangig von den verwendeten Wirkstoffen
die Dauer der Gabe stets zu Uberdenken ist, einerseits — wie bereits oben be-
schrieben - aufgrund der Entwicklung von Resistenzen und andererseits auf-
grund der langfristigen Auswirkung einer Antibiotikagabe auf das Mikrobiom
[145]. Um einen tieferen Einblick in die Auswirkungen von Antibiotika bei Fruhge-
borenen zu bekommen, macht es Sinn in nachfolgenden Studien bei gleicher
Gruppengrosse auch Friuhgeborene ohne empirische Antibiotika aufzunehmen
und bezuglich langfristiger Folgen in einem 2-Jahres-Follow-up zu vergleichen.
Sinn und Zweck dieses jungen Forschungsthemas soll es meiner Ansicht sein,
ein Mikrobiommuster wie eine Art Biomarker fir die Entwicklung einer NEC oder
Sepsis zu generieren, die die Notwendigkeit einer Antibiotikatherapie rechtferti-
gen.

4.5 Ableitung fur den Klinikalltag

Wir kdnnen aus der Studie folgende Ruckschlisse ziehen:

Unabhangig vom Wirkstoff und der Dauer der Antibiotikagabe ist der Einsatz und
die Gabe dieser Wirkstoffe stets unter einer strengen Nutzen-Risiko-Abwagung
taglich zu hinterfragen. Auch am Dr. von Haunerschen Kinderspital gibt es Anti-
biotic Stewardship-Programme, die das Ziel verfolgen: Beware antibiotics!
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Der Anteil der Bifidobacteriaceae ist bei der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe bei
Gabe 3 Tage am hochsten.

Der Shannon-Index ist in der Piperacillin/Tazobactam Gruppe in den entschei-
denden ersten Lebenswochen héher. Damit ist die antibiotische Selektion etwas
geringer als in der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe. Dies ist besonders wichtig bei
Selektion potentiell pathogener Keime. Zieht man die Interpretation von Wang et
al. heran, der in seinen Ergebnissen zeigen konnte, dass NEC-Falle eine gerin-
gere Diversitat als Nicht-erkrankte Falle aufweisen [80], so ist bezlglich der
Diversitat das Piperacillin/Tazobactam-Schema zu favorisieren.

Bezieht man sich auf die Studienergebnisse von Wang et al., die zeigen konnten,
dass NEC-assoziierte Falle Uber 90% Proteobacteria in den analysierten Stuhl-
proben enthielten [80], so schliessen wir daraus, dass es zwischen den beiden
Schemata zwar kaum einen Unterschied im Anteil der Enterobacteriaceae gibt,
unter der Ampicillin/Cefotaxim-Gruppe der Gesamtanteil jedoch etwas geringer
ausfallt, und in Zusammenschau mit der etwas grosseren Menge an Bifidobacte-
riaceae im Hinblick auf die Vermeidung eines NEC-assoziierten Mikrobioms bes-
ser geeignet ist.

Wir konnten zeigen, dass unter der Piperacillin/Tazobactam-Gruppe der Anteil
der Proteobacteria verhaltnismassig hdher war. Begleitend hierzu gab es bei die-
ser Gruppe weniger Bacteroides und weniger Actinobacteria. Bezuglich der dar-
aus resultierenden veranderten Begleit-Familien und der potentiell pathogenen
Keime praferieren wir unter diesem Gesichtspunkt die Ampicillin/Cefotaxim-
Gabe.

Wir konnten zeigen, dass das Mikrobiommuster Uber lange Zeit eine Enterobac-
teriaceae-Dominanz aufweist. Der Einsatz und die Dauer der Antibioitkagabe ist
daher — unabhangig von den Wirkstoffen — stets zu uberdenken und so kurz wie
madglich zu halten.

Die NeoMuniCH-Studie hat uns einen wichtigen Einblick in die Entwicklung des
Mikrobioms von Frihgeborenen in unserer Klinik gegeben, speziell im Hinblick
auf die Veranderungen der bakteriellen Vielfalt vor dem Hintergrund antibioti-
scher Therapie-Regime in der Neonatologie. Die Ergebnisse unserer Studie sol-
len im Hinblick der ,Kollateralschaden® einer breiten antibiotischen Therapie die
behandelnden Kollegen im Einsatz von Antibiotika sensibilisieren und ggf. die
Empfehlungen bzgl. Auswahl empirischer antibiotischer Therapien bei Frih- und
Neugeborenen beeinflussen. Die Erkenntnisse dieser Studie leisten somit einen
Beitrag zum Antibiotic-Stewardship-Programm am Dr. von Hauner’schen Kinder-
spital und konnen ggf. in den Alltag integriert werden.
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