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1 Zusammenfassung

Neugeboreneninfektionen gehéren zu den bedrohlichsten Erkrankungen wahrend der
Neonatalperiode. Insbesondere die Friihgeburt tragt wesentlich zur perinatalen Morbidi-
tat und Mortalitat bei.

Die Atiologie der Friihgeburt ist multifaktoriell. Grinde kénnen sowohl bei der Mutter, als
auch beim Kind liegen. Die Chorioamnionitis und pranatale Infektionen sind wesentliche
Risikofaktoren. Weltweit stellt die Chorioamnionitis eine der Haupursachen fir frihge-
burtsbedingte Morbiditat dar. Bei Friihgeborenen unter der 28. SSW ist eine Chorioam-
nionitis in bis zu 60 % der Falle nachweisbar. Eine Diagnosesicherung wird haufig erst
postnatal histologisch gesichert und flhrt zu Verzégerung von Interventionen.

Bis heute bereitet sowohl die Identifizierung von Schwangeren mit Chorioamnionitis, als
auch von Infektionen bei Friih- und Neugeborenen aufgrund unspezifischer Symptome
Schwierigkeiten.

Ein diagnostisches Hilfsmittel kdnnten die Analysen fllichtiger organischer Substanzen
sein und der Erkennung und Uberwachung von Erkrankungen dienen.

Flichtigen organischen Substanzen sind kohlenstoffbasierte, gasférmige Stoffwechsel-
produkte physiologischer und pathophysiologischer Prozesse, die in biologischen Pro-
ben nachgewiesen werden kénnen.

Technischer Fortschritt erlaubt die zunehmend komplexe Analysen von Gasen und Ge-
ruchen.

Durch Einsatz einer mobilen elektrischen Nase konnen individuelle Smellprints, ver-
gleichbar mit Fingerabdricken erstellt und graphisch dargestellt werden, die lonenmobi-
litasspektrometrie erlaubt zusatzlich die Analyse und Detektion von Stoffklassen selbst
bei geringsten Konzentrationen.

In dieser Arbeit wurden zur Analyse fllichtiger organischer Verbindungen ein multikapil-
larsaulen — lonenmobilitdtsspektrometer und eine elektronische Nase verwendet.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich einerseits mit der Frage, ob sich fllichtige orga-
nisch Verbindungen an Probenmaterial von trachtigen Schafen finden lassen, diese sich
in ihrem Profil bei Amnionits differenter Atiologie unterscheiden und ob ein spezifischer
Biomarker der organischen Verbindungen identifiziert werden kann, der als potenzieller
diagnostischer Marker fir eine Amnionits dienen konnte.

Andererseits mit der Frage, ob sich Bioproben von Frihgeborenen mit und ohne Infek-
tion unterscheiden lassen und welche Bioproben fur die Pradiktion einer Infektion geeig-

net sind.



Ureaplasma parvum ist eines der am haufigsten aus dem Fruchtwasser schwangerer
Frauen mit Chorioamnionitis isoliertes Bakterium. Interleukin-1a. nimmt eine Schlissel-
rolle im Signalweg von Entziindungsreaktionen ein.

Anhand eines Tiermodells der Chorioamnionitis wurden Profile volatiler organische Sub-
stanzen von Amnionproben analysiert. Schafe erhielten intraamniotische Injektionen von
Ureaplasma, Interleukin oder Kontrolimedium.

Es gelang einerseits bakterielle Chorioamnionitis von Kontrollen zu unterscheiden, an-
dererseits sogar zwischen einer durch Ureaplasmen und Inteleukin-a

induzierten Chorioamnionitis zu differenzieren. Die beste Differenzierung zwischen Am-
nionits durch Ureaplamen gegentber Interleukin-1a gelang durch 2-Methlypentan. Dies
gelang mit einer Sensitivitat von 96% und einer Spezifitat von 95%.

2-Methylpentan konnte als méglicher diagnostischer Marker der Chorioamnionitis iden-
tifiziert werden. Darlber hinaus variierte die relative Konzentration von 2-Menthylpentan
mit dem zeitlichen Verlauf der Chorioamnionitis. Die Konzentration von 2-Methylpentan
erreichte am Tag 7 nach Instillation von Ureaplasmen ihren Hohepunkt.
2-Methylpentan wurde nur im Fruchtwasser nach Infektion mit Ureaplasmen nachgewie-
sen, jedoch nicht in Interleukin-1o induzierter Chorioamnionitis. Hieraus lasst sich fol-
gern, dass 2-Methylpentan zeitabhangig und unabhangig vom Interleukin vermittelten
Entzindungsweg mit der Ureaplasma-Infektion assoziiert war.

Dieser Stoff wurde bereits in der Literatur bei einer Vielzahl von inflammatorischen Re-
aktionen, malignen Neoplasien, oxidativem Stress oder beispielsweise der Sepsis be-

schrieben.

Durch Analyse des Probenmaterials mittels elektronischer Nase zeigte sich, dass sowohl
Amnionflissigkeit mit Ureaplasmen und Endotoxinen, als auch zwischen Interleukin-1a
und Endotoxin unterschieden werden konnte. Jedoch war der Kreuzvalidierungswert mit
~ 50 % niedrig. Die GrofRte Differenzierung konnte zwischen Proben mit Ureaplasmen

und Interleukin erreicht werden. Hierbei betrug der Kreuzvalidierungswert 76,32 %.

456 Bioproben von Frilhgeborenen wurden mittels elektronischer Nase analysiert. Diese
setzten sich aus Trachealaspirat, Stuhl und Urin zusammen. In dieser Arbeit konnte nicht
signifikant zwischen erkrankten und gesunden Patientenkollektiv unterschieden werden.

Die groRte Differenzierung konnte durch Analyse von Urinproben erreicht werden.



Summary

Neonatal infections are among the most life-threatening diseases during the neonatal
period. Premature birth in particular contributes significantly to perinatal morbidity and
mortality. The etiology of premature birth is multifactorial. The reasons can be both on
the side of the mother and the child. Chorioamnionitis and prenatal infections are signif-
icant risk factors.

Worldwide, chorioamnionitis is one of the main causes of premature birth-related mor-
bidity. In premature infants under 28 weeks of gestation, chorioamnionitis can be de-
tected in up to 60% of cases. A diagnosis is often only confirmed postnatally by histology
and leads to delays in interventions.

To date, the identification of pregnant women with chorioamnionitis as well as infections
in premature and newborn babies has been difficult due to unspecific symptoms.

The analysis of volatile organic substances could be a diagnostic aid for the detection
and monitoring of diseases.

Volatile organic substances are carbon-based, gaseous metabolic products of physio-
logical and pathophysiological processes that can be detected in biological samples.
Technical progress allows increasingly complex analysis of gases and odors.

By using a mobile electric nose, individual smellprints, comparable to fingerprints, can
be created and graphically displayed. lon mobility spectrometry also allows the analysis
and detection of substance classes even at the lowest concentrations.

In this work, a multicapillary column ion mobility spectrometer and an electronic nose
were used to analyze volatile organic compounds.

On the one hand, the present work deals with the question of whether volatile organic
compounds can be found in sample material from pregnant sheep, whether they differ in
their profile in amnionitis of different etiology and whether a specific biomarker of the
organic compounds can be identified, which can be used as a potential diagnostic marker
for amnionitis.

On the other hand, with the question of whether biosamples from premature infants with
and without infection can be distinguished and which biosamples are suitable for the

prediction of an infection.

Ureaplasma parvum is one of the most frequently isolated bacteria from the amniotic
fluid of pregnant women with chorioamnionitis. Interleukin-1 plays a key role in the sig-

naling pathway of inflammatory reactions.



Using an animal model of chorioamnionitis, profiles of volatile organic substances from
amnion samples were analyzed. The sheep received intraamniotic injections of
ureaplasma, interleukin or control medium.

It was possible to distinguish bacterial chorioamnionitis from controls and even between
ureaplama and interleukin induces chorioamnionitis.

The best differentiation between ureaplasma-induced amnionitis and interleukin-1 was
achieved with 2-methlypentane. This was achieved with a sensitivity of 96% and a spec-
ificity of 95%.

2-Methylpentane could be identified as a possible diagnostic marker of chorioamnionitis.
In addition, the relative concentration of 2-menthylpentane varied with the time course
of chorioamnionitis. The concentration of 2-methylpentane peaked on day 7 after instil-
lation of ureaplasma.

2-Methylpentane was only detected in amniotic fluid after infection with ureaplasma, but
not in interleukin-1-induced chorioamnionitis. This suggests that 2-methylpentane was
associated with ureaplasma infection in a time-dependent manner and independently of
the interleukin-mediated inflammatory pathway.

This substance has already been described in the literature in a variety of inflammatory

reactions, malignant neoplasms, oxidative stress or, for example, sepsis.

Analyses of the sample material using an electronic nose showed that amniotic fluid with
ureaplasma and endotoxins as well as between interleukin-1 and endotoxin could be
distinguished. However, the cross-validation value was low at 50%. The greatest differ-
entiation was achieved between samples with ureaplasma and interleukin. The cross-

validation value was 76.32%.

Analyses of 456 biosamples from premature infants using electronic nose, consisting of
tracheal aspirate, stool and urine, could not significantly distinguish between diseased
and healthy patient in this study. The greatest differentiation could be achieved by ana-

lyzing urine samples.



2 Einleitung

2.1 Infektionen bei Friih- und Neugeborenen

Globale Studien zeigen, dass von 7,6 Millionen Todesfallen bei Kindern unter 5 Jahren
ca. 64 % auf einer infektidsen Ursache basierten und davon ca. 40 % bei Neugeborenen
auftreten (BREIMAN et al., 2021; LIU et al., 2012).

Infektionen stellen trotz des stetigen medizinischen Fortschritts fir Frihgeborene wei-
terhin eine groRe Gefahr dar und sind verbunden mit hoher Morbiditat und Mortalitat
(BUNDY, NOOR, 2022; PATEL, 2016).

Frihgeborene sind aufgrund vielzahliger Einflisse und eines abgeschwachten, noch
nicht voll ausgebildeten Immunsystems besonders anfallig fur Infektionen (KUMAR,
BHAT, 2016; LE et al., 2021).

Im Regelfall wachst der Fetus intrauterin in einem sterilen Milieu auf. Die Perinatal-
periode ist verbunden mit zahlreichen Moglichkeiten der Exposition gegenuber einer
Vielzahl an bakteriellen, mykotischen oder viralen Erregern. Diese kdnnen potenziell in-
fektids sein und das Neugeborene besiedeln und ggf. erkranken lassen. Mdgliche Quel-
len sind die Gebarmutter, der Geburtskanal und ein Aufenthalt auf der Intensivstation.
Diese vielfaltigen Mdglichkeiten der Exposition gegenuber Krankheitserregern fihren je
nach geografischer Region zu unterschiedlichen Risiken. In Entwicklungslandern ist die
neonatale Sepsis eine der haufigsten Grinde fur Neugeborenensterblichkeit.

20% der Totgeburten sind auf Infektionen zurlickzufihren (s. Abbildung 1)

In Industriestaaten stellt die Sepsis eine der Hauptursachen fir einen Aufenthalt auf ei-

ner Neugeborenenintensivstation dar (SHITAYE et al., 2010).



-
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Abbildung 1: Griinde fiir Totgeburten; modifiziert nach Gravett et al. (GRAVETT et al., 2010)

Die unreife, angeborene Immunfunktion pradisponiert fir invasive Infektionen (SIORIKI
et al., 2020). Daher gehoren Infektionen zu den haufigsten Erkrankungen bei Friihgebo-
renen (LETOUZEY et al., 2021). Bei Reifgeborenen kann diese unvollstandige Ausrei-
fung teilweise durch die Ubertragung maternaler, plazentagéngiger Immunglobuline
kompensiert werden. Die Ubertragung dieser Antikdrper erfolgt ab etwa 13 Schwanger-
schaftswochen (SSW) und folgt bis zur Geburt beinahe einem linearen Anstieg, wobei
der grofite Teil dieser Antikdrper im letzten Trimester Ubertragen wird (PALMEIRA et al.,
2012). Friuhgeborenen fehlen Teile dieses Nestschutzes (OHLSSON, LACY, 2020). Je
frihzeitiger die Entbindung erfolgt, desto ausgepragter ist dieser Effekt. Daher sind Frih-
geborene besonders anfallig fur Infektionen (COLLINS et al., 2018; FLANNERY et al.,
2021).

Mikrobiologische Studien zeigen, dass 25 % - 40 % der Fruhgeburten auf Infektionen
zuruckzufuihren sein. Die Dunkelziffer kdnnte deutlich hdher ausfallen (GOLDENBERG
et al., 2000).

2.2 Friihgeburtlichkeit und Infektionen

Die Inzidenz der Frihgeburtenrate liegt in den westlichen Industrielandern bei 5 % - 15
% (DOM et al., 2021; GOLDENBERG et al., 2008). Die Pathogenese dieser Frihgeburt-
lichkeit ist vielfaltig. Getrennt werden kann diese Pathogenese in iatrogene und spontane
Frihgeburt (GOLDENBERG et al., 2008).

Bei der Gruppe der iatrogenen Frihgeburten fliihren mutterliche oder fetale Erkrankun-

gen zur frihzeitigen Entbindung. Andererseits fallen besonders aszendierende genitale

Infektionen der Mutter in der Gruppe der spontanen Friihgeburten auf.



Tabelle 1: Pathogenese der Friihgeburtlichkeit (GOLDENBERG et al., 2008)

latrogene Friihgeburt Spontane Friihgeburt
HELLP-Syndrom Infektionen
art. Hypertension, Praeklampsie Vorzeitiger Blasensprung
Blutungen Vorzeitige Wehentatigkeit
Diabetes mellitus Mulitiparitat
Blutungen

HELLP: Haemolysis, Elevated Liver enzymes und Low Platelet count

Als Fruhgeburt wird eine Geburt vor 37 + 0 SSW definiert (TORCHIN, ANCEL, 2016).
Ein Groliteil dieser Infektionen verteilt sich auf Frihgeborene (82 %) (VERGNANO et
al., 2011). Ein ahnliches Bild zeigt sich in Bezug auf das Geburtsgewicht, wobei 81 %
der Infektionen bei einem Geburtsgewicht unter 2500 g auftreten. Bei Early-Onset-Infek-
tionen betragt die Inzidenz ca. 1,5 % aller Friihgeborenen mit niedrigen Geburtsgewicht
(WESTON et al., 2011).

Mannliche Neugeborene sind mit 56 % haufiger betroffen, als weibliche. In Deutschland
kénnen unter den hauptsachlichen Todesursachen bei Friilhgeborenen inflammatorische
Erkrankungen inklusive nekrotisierende Enterokolitis (NEC) und die Sepsis subsummiert
werden und stellen potenziell vermeidbare Faktoren dar (BELLODAS SANCHEZ,
KADROFSKE, 2019; ROSE, PATEL, 2018; STICHTENOTH et al., 2012).

Aufgrund der weiterhin hohen Mortalitat, Morbiditat, den sozio6konomischen Folgen und
der steigenden Inzidenz von Friihgeborenen bedarf das Thema der Infektionen bei Frih-
geborenen weiterer Aufmerksamkeit und Forschung (BARFIELD, 2018; CLEMENTS et
al., 2007).

Neben der steigenden Inzidenz von Frihgeburtlichkeit sorgten weiterhin der medizini-
sche Fortschritt und die damit verbundenen erhéhten Uberlebenschancen fiir ein immer
gréRer werdendes Risikokollektiv fur Infektionen in der Neonatologie und ein zunehmen-
des Interesse in der frihzeitigen, nichtinvasiven Diagnostik von Infektionen (CHEONG
et al., 2020; ZEA-VERA, OCHOA, 2015).

Im europaischen Vergleich der Frihgeburtsraten nimmt Deutschland 2011 mit 9 % die
Spitzenposition ein. Wahrend diese Zahl in den letzten Jahren auf diesem Niveau relativ

stabil stagniert, nimmt die Zahl der Frihgeburten unter 28 SSW zu.
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Abbildung 2: Friihgeburtenrate in % der Jahre 2001 bis 2010 in Deutschland (Quelle: Statistisches
Bundesamt)

Als auslosende Faktoren werden unter anderem ein Anstieg des mutterlichen Alters, der
Pravalenz des Diabetes mellitus und soziodkonomische Faktoren postuliert (KUREK
EKEN et al., 2016).

2.3 Geburtsgewicht, Morbiditidt und Mortalitat

Die neonatale Mortalitat ist definiert als Anzahl der in den ersten 28. Lebenstagen ver-

storbenen Neugeborenen pro 1000 Lebendgeborenen. Aufgrund des medizinischen
Fortschritts hat die Mortalitat in den letzten Jahren stetig abgenommen und lag in
Deutschland im Jahre 2014 bei 3,2 %.

In keiner anderen Lebensphase ist die Mortalitat so hoch wie in der Neugeborenenperi-
ode. Einen wichtigen Faktor fir diese hohe Mortalitat stellt das Gestationsalter des Neu-
geborenen und das damit verknlpften geringen Geburtsgewicht dar. Erwartungsgemafn
korreliert die Schwangerschaftsdauer stark mit dem Geburtsgewicht (FENTON et al.,
2013). Untergewichtige Neugeborene sind besonders in der Neonatalphase und im wei-
teren Verlauf ihres Lebens gefahrdet (LAINA, STELLOS, 2018; MEYER et al., 2021;
SPRACKLEN et al., 2017; TIAN et al., 2019).

Neben dem Gestationsalter ist das Geburtsgewicht ein weiterer wichtigerer Faktor fur
die Lange der Verweildauer im Krankenhaus (KUREK EKEN et al., 2016).

0,8 - 1,5 % der Neugeborenen in Deutschland haben bei Geburt ein Gewicht von

< 1500 g, 0,3-0,6 % der Neugeborenen haben zum Zeitpunkt der Geburt ein Gewicht
<1000 g (JORCH, 2010; MAIER, 2011).



Tabelle 2: Definition der Geburtsgewichte

Geburtsgewicht Definition

untergewichtige Neugeborene

slow birth weight infants* LBW

sehr untergewichtige Neugeborene
,very low birth weight infants* VLBW

<2.5009

<1.500 g

<1.000 extrem untergewichtige Neugeborene
' g ,extremly low birth weight infants“ ELBW

Als Risikofaktoren fir ein geringes Geburtsgewicht gelten Mehrlingsschwangerschaften,
ein Abstand der Schwangerschaftsfolge unter zwei Jahren, eine Schwangerschaft im
niedrigen Lebensalter und Tabakkonsum (HEREDIA-OLIVERA, MUNARES-GARCIA,
2016). Weitere Studien aus den USA zeigen, dass niedriges Geburtsgewicht mit Luft-
verschmutzung wahrend der Schwangerschaft assoziiert ist (LAURENT et al., 2016).

2.4 Friihgeborene auf neonatologischen Intensivstationen

Aufgrund von Unreife benétigen Frihgeborene oft medizinische Betreuung auf einer ne-
onatologischen Intensivstation (,neonatal intensiv care unit‘, NICU), um ihre unreifen
Funktionen (z.B. Warmehaushalt, Atmung und Erndhrung) adaquat unterstitzen und
therapieren zu kdnnen (CROORP et al., 2020).

Wahrend dieses, nicht selten langer als 100 Tage dauernden Aufenthaltes, sind sehr
unreife Frihgeborene einer Vielzahl von Umwelteinflissen, Stressoren und invasiven
Interventionen ausgesetzt (NIST et al., 2020). In Studien konnte gezeigt werden, dass
bei Neugeborenen auf einer NICU ber 3000 Mallnahmen dokumentiert worden sind.
Der Grol¥teil der Patienten hatte ein Gestationsalter (GA) unter 31 Wochen. Bei einem
Frihgeboren (GA 23 SSW) wurden 488 Malinahmen wahrend des stationaren Aufent-
haltes dokumentiert (BARKER, RUTTER, 1995). Zu den haufigsten Prozeduren gehorte
die Blutabnahme (56 %), gefolgt von endotrachealen Absaugvorgangen. Durch jede die-
ser invasiven MaRnahmen werden naturliche oder mechanische Barrieren Gberwunden,
durchbrochen und das Risiko fir Infektionen erhéht (LEISTNER et al., 2013).

Aus der Umgebung kommende Infektionen werden unter horizontalen Infektionen sub-
summiert. Diese nosokomialen Infektionen kommen bei bis zu 20 % der Neugeborenen
vor. Dies entspricht einer Inzidenz von 8,8 / 1000 Krankenhaustagen (OLSEN et al.,
2009; SCHRODER et al., 2015).

Jedes Neugeborene auf der NICU wird im Schnitt pro Schicht 78 mal berthrt, 55,4 %
der Berlhrungen entfallen auf die versorgende Pflegekraft mit weiterem Risiko der Keim-
ubertragung (COHEN et al., 2003).



2.5 Infektion und Sepsis bei Neugeborenen

Trotz groRer medizinischer Fortschritte in der Neugeborenenversorgung stellt die Sepsis
eine grofRe Gefahr fur das Neugeborene dar (HADFIELD, CANTEY, 2021; HALIS et al.,
2016; ODABASI, BULBUL, 2020). Daten aus den USA zeigen, dass sich zwischen 1995
und 2002 die Inzidenz der Sepsis von 4,5 zu 9,7 Fallen pro 1000 Neugeborenen beinahe
verdoppelt hatte (HARTMAN et al., 2013). Unterschiedliche Definitionen erschweren die
Vergleichbarkeit von Ergebnissen (WYNN et al., 2014). Wahrend es bei Erwachsenen
eine klare Definition der Sepsis vorhanden ist, fehlt eine internationale Definition der ne-
onatalen Sepsis (BRACHT et al., 2019; WYNN et al., 2014). Neugeborene weisen im
Vergleich zu alteren Kindern und Erwachsenen Besonderheiten auf.

Haufig gelingt es nicht, eine klare Eintrittspforte des Erregers zu eruieren und initial zeigt
sich eine unspezifische Symptomatik. Diese unspezifische, systemische Entzlindungs-
reaktion entspricht einem ,Systemic inflammatory response sysndrom* (SIRS) (JUNG et
al., 2020). 1999 startete ein Pilotprojekt zur Erfassung, Vergleichbarkeit und Bereitstel-
lung von Vergleichsdaten. Aus diesem entwickelte sich ein Surveillance System fur no-
sokomiale Infektionen (Neo-KISS) (GEFFERS et al., 2008). Dieses Surveillance Sysm-

tem definiert fir Neugeborene < 1500 g in Tabelle 3 gezeigte Kriterien.

Tabelle 3: SIRS-Kriterien nach Neo-KISS in Anlehnung an Garner (GARNER et al., 1988)

SIRS-Kriterien nach Neo-KISS
ALLE folgenden Kriterien:

1. Behandelnder Arzt beginnt eine geeignete antimikrobielle Therapie fir die Behandlung

der Sepsis fur mind. 5 Tage
2. Kein Erregernachweis in der Blutkultur oder nicht getestet

Keine offensichtliche Infektion an anderer Stelle

UND zwei der folgenden Kriterien:
= Fieber (> 38°C) oder Temperaturinstabilitdt oder Hypothermie
= Tachykardie (> 200/min) oder neu/vermehrte Bradykardien (< 80/min)
= Verlangerte Rekapillarisierungszeit (> 2 Sekunden)
= Neu aufgetretene oder vermehrte Apnoe(en) (> 20 Sekunden)
= Unerklarte metabolische Azidose
= Neu aufgetretene Hyperglykdmie (> 140 mg/dI)

= Anderes Sepsiszeichen, laborchemische Zeichen, erhdhter O2-Bedarf

Je nach Manifestationsform kann man eine Sepsis in schwere Sepsis, septischen
Schock oder das Multiorganversagen unterteilen (RANDOLPH, MCCULLOH, 2014;
WYNN, 2016). Die Inzidenz betragt 1-5 pro 1000 Lebendgeborenen (CORTESE et al.,

2016). Trotz der eher geringen Inzidenz ist sie eine Erkrankung mit hohem Risiko fur das
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Neugeborene (GERDES, 2004). Dies ist unter anderem auf das noch nicht vollstandig
ausgereifte Immunsystem zurlickzufihren. Wahrend beim Fetus die Reaktion auf eine
Infektion noch gering ausfallt und mit spontanen Aborten einhergehen kann, verschiebt
sich in der Neugeborenenphase die Infektionsreaktion in Richtung einer starkeren pro-
inflammatorischen Reaktion (YGBERG, NILSSON, 2012).

Durch die Geburt wird das Neugeborene aus einem im Regelfall keimarmen intrauteri-
nen Milieu schlagartig mit komplexen mikrobiologischen Systemen konfrontiert
(RANDOLPH, MCCULLOH, 2014). Frihgeborene haben unter anderem aufgrund ihres
unvollstandigen Immunsystems die hochste Inzidenz und Mortalitat Gber alle Altersgrup-
pen hinweg. Daten aus den USA zeigen, dass 36 % der vor Abschluss der 28 SSW
geborenen Friihgeborenen wahrend ihres stationaren Aufenthaltes unter mindestens ei-
ner Episode der Bakteriamie leiden (WYNN, 2016). Autopsien an verstorbenen Friihge-
borenen belegen die hohe Zahl an klinisch apparenten Infektionen (HODGMAN et al.,
2003). Fuhrend sind Infektionen, gefolgt von respiratorischen Erkrankungen oder intra-
ventrikularen Blutungen (BARTON et al., 1999). Neugeborene mit geringem Geburtsge-
wicht und Infektion haben ein erhéhtes Risiko einer Iangeren Sauerstoffbehandlung und
einer langeren Krankenhausverweildauer als Patienten ohne Infektion (NG et al., 2004b;
STOLL et al., 2002).

2.5.1 Early-Onset- und Late-Onset-Sepsis

Als Early-Onset-Sepsis (EOS) wird eine Sepsis mit Auftreten innerhalb der ersten 72
Stunden postpartal bezeichnet. Haufig treten Symptome bereits innerhalb der ersten 24
Lebensstunden auf (JOHNSON, MESSIER, 2016).

Eine EOS wird meist durch bakterielle, vertikale Ubertragung vor oder wahrend der Ge-
burt hervorgerufen. Diese Ubertragung findet meist bei Erstinfektion der Mutter wahrend
der Schwangerschaft statt. Das Kind kann bereits vor Auftreten der Wehen durch auf-
steigende Keime infiziert werden oder durch direkten Kontakt mit Mikroorgansimen unter
der Geburt. Die Inzidenz betragt 1-2 pro 1000 Lebendgeborene und erreicht eine Mor-
talitéat von 3 % bei Neugeborenen und bis zu 16 % bei Frihgeborenen (CORTESE et al.,
2016).

Risikofaktoren der EOS stellen unter anderem eine Besiedelung oder Infektion der Mut-
ter mit Gruppe-B-Streptokokken, eine Chorioamnionitis, muitterliche Temperaturen >
+38,0°C oder ein Blasensprung > 18 Stunden vor Geburt dar (SCHUCHAT et al., 2000).
Zum haufigsten Erregerspektrum gehéren Gruppe-B-Streptokokken (43 %), gefolgt von
E. coli (29 %) (STOLL et al., 2011). Bei Fruhgeborenen mit extrem niedrigem Geburts-
gewicht konnten besonders Listerien, Klebsiellen oder bei nosokomialen Infektionen Ko-

agulase-negative Staphylokokken gefunden werden (KLINGER et al., 2009).
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Gruppe-B-Streptokokken entstammen meist aus vaginaler Besiedelung der Mutter.
Problematisch ist hierbei besonders die Unfahigkeit von 10 % der Gruppe-B-Streptokok-
kentragerinnen, plazentagangige Immunglobulin G (IgG) Antikdrper zu bilden oder diese
an den Fetus zu tbertragen (MAIER, 2011). Gruppe-B-Streptokokken kénnen nicht nur
nach erfolgtem Blasensprung den Feten infizieren, sondern auch durch intakte Memb-
ranen einwandern.

Klinisch zeigen sich haufig respiratorische Symptome mit Apnoephasen. Fihrend bei
der EOS sind Sepsis und Pneumonie.

Deutlich haufiger als die EOS tritt die Late-Onset-Sepsis (LOS) auf (10:1) und nimmt in
ihrer Haufigkeit bei Frihgeborenen in den letzten Jahren zu (BIZZARRO et al., 2005).
Die LOS wird als Auftreten einer Sepsis spater als im Alter von 72 Stunden definiert. Ein
typisches Beispiel einer LOS stellen die Typ B-Streptokokken-Meningitis dar. Die Inzi-
denz ist invers zum Reifegrad (DONG, SPEER, 2015).

In Abhangigkeit vom Zeitpunkt des Auftretens einer Sepsis wird die EOS oder LOS
unterschieden. Diese liegt darin begriindet, dass sich sowohl das Erregersprektrum, als

auch der Infektionsweg unterschiedlich prasentieren (SINGH et al., 2022).

2.5.2 Nosokomiale Infektionen

Nosokomiale Infektionen sind definiert als Infektionen, welche vor einer Krankenhaus-
aufnahme weder vorhanden, noch in der Inkubationsphase waren. Erst im zeitlichen Zu-
sammenhang mit einer stationaren oder ambulanten Behandlung kommt es zu einer lo-
kalen oder systemischen Reaktion auf in diesem Zeitraum erworbene Erreger. Aufgrund
von langerer Krankenhausverweildauer und invasiven Prozeduren sind Fruhgeborene
haufiger betroffen (STOLL et al., 1996).

Meist findet hier eine Ubertragung durch die Hande von medizinischen Personal statt,
typischerweise durch Koagulase-negative Staphylokokken. Sie gehéren zu residenten
oder transienten Flora der Haut oder Schleimhaut und kénnen uber horizontale Trans-
mission Ubertragen werden. Sie stellen eine Quelle fir Koagulase-negative Staphylo-
kokken-Sepsis dar (COSTA et al., 2004). Eine schwedische Studie zeigt, dass das Ri-
siko einer LOS in Zusammenhang mit dem Vorhandensein von zentralen Zugangen und
invasiver Beatmung steht (SAMUELSSON et al., 2014). Typischerweise zeigten sich hier
eine Sepsis, Pneumonie oder Meningitis (PAOLUCCI et al., 2012).

Multifaktorielle Ursachen kénnen zu einer Gefahrdung durch nosokomiale Infektionen
bei Frih- und Neugeborenen auf einer neonatologischen Intensivstation fuhren. Auf der
Seite des Frih-und Neugeborenen besteht haufig die bereits erwahnte Unreife unter-
schiedlicher Komponenten des Immunsystems. Andererseits werden durch invasive

Prozeduren im Rahmen der intensivmedizinischen Behandlung natirliche Barrieren
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durchbrochen (z.B. Atemwege oder Haut) oder unphysiologische Bedingungen geschaf-

fen (invasive Beatmung, Drainagen, Katheter) (SIMON et al., 2021).

2.6 Préddisponierende Risikofaktoren fiir Infektionen

Die Risikofaktoren fiir Infektionen kénnen ein vorzeitiger Blasensprung (> 18 Stunden
vor Geburt), Fieber unter der Geburt (> +38,0°C axillar), Einsetzen von vorzeitigen We-
hen, eine Chorioamnionitis, erhéhtes C-reaktives Protein (CRP) der Mutter (> 20 mg/l)
oder der Nachweis von Bakterien sein (PUOPOLO et al., 2011; SU et al., 2014; VAN
DE LAAR et al., 2009). Auch ein mutterliches Alter Gber 35 Jahre oder dunkle Haut-
farbe sind pradisponierende Faktoren fir eine Infektion (HEADLEY, 2004;
KORTEKAAS et al., 2020). Die mutterliche Einnahme von Kortikosteroiden kann eben-
falls eine Infektion beglinstigen. Man kann jedoch bei einer symptomatischen Mutter
nicht zwangslaufig auf eine ebenfalls symptomatisches Neugeborenes schlie3en
(SIRIWACHIRACHAI et al., 2014).

2.7 Infektionsdiagnostik bei Neugeborenen

Die friihzeitige Diagnosestellung einer Sepsis wird aufgrund unspezifischer Symptome
des Neugeborenen erschwert (HALIS et al., 2016). Wegen des zum Teil raschen proge-
dienten Verlaufs ist zeitnahes Handeln unerlasslich. Bei nicht adaquater Therapie ist ein
Ubergang zum septischen Schock innerhalb weniger Stunden méglich (NG et al., 1997).
Einen ersten Hinweis auf eine beginnende Sepsis kann die Mitteilung Uber das
,Schlechte Aussehen des Neugeborenen einer erfahrenen Intensivpflegekraft sein
(MAIER, 2011). Klinische Symptome kdnnen sehr vielgestaltig sein, abhangig von der
Virulenz des Erregers: Temperaturlabilitat (diese kann sowohl erhéht, normal, als auch
erniedrigt sein), neurologische Auffalligkeiten (Apathie, Hyperexzitabilitat), Herz-Kreis-
lauf-Insuffizienz (kalte Akren, Verlangerung der Rekapillarisierungszeit > 2 Sekunden,
marmorierte Haut, Tachykardie, Bradykardie, arterielle Hypotonie), gastrointestinale
Symptome (Erbrechen, aufgeblahtes Abdomen, Trinkschwache), Beeintrachtigung der
Atmung (Stéhnen, Apnoe, Dyspnoe, Tachypnoe) sowie metabolische Funktionsstérun-
gen mit Basendefizit (CORTESE et al., 2016; NG, 2004; NG, LAM, 2006).
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Tabelle 4: Klinische Befunde und Symptome einer moglichen Infektion/ Sepsis (STEFANOVIC,
2011)

Tachykardie, Bradykardie, arterielle Hypoten-
Herz, Kreislauf sion, verlangerte Rekapillarisierungszeit,

Zentralisation

Niere Oligurie, Anurie

Leber Ikterus, Hepatomegalie

e Hyperexzitabilitat, Zittrigkeit,Lethargie, Koma,
Krampfanfalle

Haut Zyanose, kalte Akren, Rétungen um Einstich-
stellen, Abszesse
Stohnen, thorakale Einziehungen, Dyspnoe,

Atmung Tachypnoe, Nasenfliigeln, erhohter Sauer-

stoffbedarf

Erbrechen, Durchfall, Blutungen, Trinkunlust,

Magen-Darm-Trakt }
verzogerte Magen-Darm-Passage

Mit Hilfe von Laboruntersuchungen kénnen aus der groRen Bandbreite der unspezifi-
schen Symptome Patienten mit Infektionen identifiziert werden.

Infektionsverdachtige Parameter sind in folgender Tabelle gezeigt.

Tabelle 5: Pathologische Befunde bei Infektionsverdacht, modifiziert nach Maier (Maier, 2011)

Leukozytenzahl: > 30.000 / ul, < 4.000/ pl
Differenzialblutbild Neutrophile: < 1.500 pl

I/T-Quotient: > 0,2

CRP >1mg/dl

IL-6 > 30 pg/ mi

Hierbei beschreibt der I/T-Quotient das Verhaltnis von unreifen neutrophilen Granulozy-
ten zur Anzahl reifer neutrophiler Granulozyten im Differentialblutbild. Somit kann die
Auspragung einer mdglichen Linksverschiebung abgebildet werden (I = immature/unreif;

T = total/gesamt).

In Bezug auf die Infektionsdiagnostik haben diese Laborparameter unterschiedliche
Wertigkeiten. Zu Beginn einer bakteriellen Infektion haben Interleukine (IL) die héchste
Sensitivitat (90 %) und sind bereits frihzeitig im Plasma messbar (MESSER et al., 1996).

IL erreichen nach 24 bis 48 Stunden ihre maximale Konzentration und fallen rasch ab.
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C-reaktives Protein (CRP) als Akute-Phase-Protein hingegen, steigt erst mit Verzdge-
rung von 12 bis 24 Stunden nach Infektbeginn an, stellt aber einen guten Verlaufspara-
meter dar (NG, 2004; NG et al., 1997). Hier betragt die Sensitivitat nur 40 % bei hoher
Spezifitat von 90 % (KALLMAN et al., 1999). CRP eignet sich zusatzlich zur Uberpriifung
des Therapieerfolges. Steigt das CRP beispielsweise ein bis zwei Tage nach eingeleite-
ter Therapie weiterhin an und es zeigt sich klinisch keine Besserung der Symptomatik,
sollte das Antibiotikaregime Uberdacht werden. Die Hohe des CRP dient ebenfalls zur
Abschatzung der antibiotischen Therapiedauer (BROWN et al., 2020; KHAN, 2019;
NATIONAL COLLABORATING CENTRE FOR, CHILDREN'S, 2012; QUADIR,
BRITTON, 2018).

Procalcitonin (PCT) gehort ebenfalls in die Gruppe der Akute-Phase-Proteine. Obwohl
seine physiologische Funktion noch nicht vollstandig geklart ist, ist PCT spezifischer und
sensitiver fur eine bakterielle Infektion als CRP und ermdglicht eine Unterscheidung zwi-
schen bakteriellen oder viralen Infektionen (ENGUIX et al., 2001). Hochste Konzentrati-
onen von PCT werden bei bakteriell bedingter Sepsis gesehen. Hier kann es zu einem
Anstieg im Piktogramm-Bereich bis zu Plasmawerten im Nanogramm-Bereich kommen
(KORDEK et al., 2016; VAN ROSSUM et al., 2004).

Bedacht werden muss der physiologische Anstieg des PCT nach der Geburt. Bei gesun-
den Neugeborenen kommt es nach wenigen Tagen zu einem Absinken des PCT
(KORDEK et al., 2016). Es erscheint unwahrscheinlich, dass ein einziger Infektionsmar-
ker alle Eigenschaften eines idealen Infektionsmarkers besitzt (ARNON et al., 2005; NG
et al., 2004a; RESCH et al., 2003). Aktuell erreicht man die héchste Sensitivitat (im Rah-
men der Infektionsdiagnostik) durch die Kombination der zur Verfugung stehenden Pa-
rameter CPR und IL-6 (LABORADA et al., 2003).

2.7.1 Mikrobiologische Untersuchungen

Erganzt werden muss die Infektionsdiagnostik durch mikrobiologische Untersuchungen.
Hierzu eigenen sich Hautabstriche (Ohr, Nabel, Brust), Trachealsekret, Urinkulturen,
Liquor oder Blutkulturen. Aktuell stellt die Blutkultur den Goldstandard der Sepsis-
diagnose dar (WYNN, 2016). Ein erfolgreicher Erregernachweis in Blut (oder Liquor) ist
beweisend fur eine Sepsis. Jedoch schlie3t ein unauffalliger Befund in der Blutkultur eine
Sepsis nicht aus. Eine bereits vor Entnahme eingeleitete antibiotische Therapie, fehler-
hafte Entnahme oder intermittierende Bakteriamie stellen mogliche Ursachen fir nega-
tive Ergebnisse der Blutkultur dar. Trotz Weiterentwicklungen in der technischen Analyse

von Blutkulturen gelingt ein Erregernachweis selten (BROMIKER et al., 2020).
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Beispielsweise durch Einsatz von Massenspektren zur Keimidentifikation mittels Matrix-
Assisted Laser Desorption — Time of Flight Massenspektrometrie ( MALDI-TOF-MS) kam
es zu einer deutlichen Prozessbeschleunigung (ROBERT et al., 2021).

In rund 10 - 20 % einer klinisch ausgepragten Sepsis findet sich eine positive Blutkultur
(SINGH et al., 2020). Die Sensitivitat der Blutkulturen wird durch mtterliche Behandlung
mit Antibiotika, oder zu geringe Probenvolumina negativ beeinflusst (PAOLUCCI et al.,
2012). Es erscheint logisch, dass eine Erhdhung des Probenvolumens zu verbesserten
Detektionsraten fuhrt. In der klinischen Praxis jedoch sind ein Grofteil der Proben auf-
grund zu geringer Probenvolumina nicht aussagekraftig und aufgrund der Anatomie und
Physiologie des Frihgeborenen ist das abzunehmende Blutvolumen limitiert (CONNELL
et al., 2007; ISAACMAN et al., 1996). Im Falle einer Bakteriamie mit weniger als vier
koloniebildenden Einheiten / ml wird ein Blutvolumen von einem ml fiir eine akzeptable
Sensitivitdt empfohlen (POLIN, , 2012; SCHELONKA et al., 1996).

Zum Ausschluss eines Infektfokuses aus dem Harntrakt, muss zur Diagnosesicherung
Urin gewonnen werden. Pradisponierend sind hierbei besonders urogenitale Fehlbildun-
gen. Die Mehrheit der Kinder mit Harnwegsinfektionen weist jedoch eine regelrechte
Anatomie auf (RUANGKIT et al., 2016).

Bei beatmeten Patienten bietet sich die mikrobiologische Untersuchung des Tracheal-
sekrets an. Wenige Tage nach der Geburt wird die Lunge mit Keimen besiedelt. Eine
Studie konnte zeigen, dass bei beatmeten Frihgeborenen (GA < 34 SSW, Gewicht zwi-
schen 500 — 1250 g) hauptsachlich folgende Keime dominieren: Staphylococcus und
Ureaplasma parvum (MOURANI et al., 2011).

In vielen Kliniken hat sich zur Vervollstandigung der mikrobiologischen Diagnostik ein
~Septic workup® etabliert. Typischerweise beinhaltet dieses eine Blutuntersuchung, Blut-
kulturen, Urinkulturen und einer Lumbalpunktion (JOHNSON et al., 1997; SIMONSEN et
al., 2014).

2.7.2 Molekulargenetische Diagnostik

Molekulargenetische Untersuchungen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden
bereits seit Jahren erfolgreich bei der Identifizierung von Viren eingesetzt (JARROM et
al., 2022; MEYER et al., 2017; SCHINDLER et al., 2017).

Mittels Sequenzierung von 16S-rRNA Genfragmenten ist eine bakterielle Diagnostik
moglich (JORDAN, DURSO, 2000; NEL VAN ZYL et al., 2022). 16S-rRNA ist eine allen
Bakterien gemeinsame Region in deren DNA, dessen Nachweis mittels 16S-rDNA-PCR
identifiziert werden kann.

Studien zeigten, dass die Sensitivitdt und Spezifitat der bakteriellen PCR Untersuchun-
gen hoher waren als jene von Blutkulturen (WU et al., 2007). Zudem liegen Ergebnisse
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von PCR-Untersuchungen schneller vor, als konventionelle Kulturmethoden (MIDAN et
al., 2016). Teilweise gilt die PCR bereits als Goldstandard beim Nachweis der durch
Herpes-simplex-Viren ausgeldsten Neugeborenenmeningitis (JORDAN, DURSO, 2000).
Nachteilig ist jedoch der enorme apparative Aufwand, der fehlende Hinweis auf mogliche
Antibiotikaempfindlichkeiten und die fehlende Differenzierung zwischen abgetéteten und
lebenden Erregern, da durch diese molekulargenetischen Untersuchungen auch das
Genom von bereits abgestorben Bakterien identifiziert werden kann. Ein Therapie-
monitoring ist hierdurch limitiert (REIER-NILSEN et al., 2009).

2.8 Chorioamnionitis

Ein Chorioamnionitis (CA) stellt eine akute intrauterine Inflammation oder Infektion der
Amnionhéhle samt Inhalt (fetale Membranen und Fruchtwasser) dar und fuhrt zu einer
Gefahrdung von Mutter und Kind (KIM et al., 2015; REDLINE et al., 2003). Dies ist eine
der Hauptursachen fir Frihgeburt und assoziiert mit erhéhter Morbiditat (GALINSKY et
al.,, 2013; GANTERT et al., 2010). Die CA kann bei dem exponierten Fetus zu einer
Spepsis, einer bronchopulmonalen Dysplasie (BPB) oder beispielsweise einer peri-
ventrikularen Leukomalazie (PVL) fuhren (LEVITON et al., 1999; SCHRAG et al., 2006).
In rund 1 % - 4 % aller Schwangerschaften kommt es zu einer CA (GIBBS, DUFF, 1991).
Im Regelfall ist die Amnionhdhle steril und der Fetus ist durch die ihn umgebenden Ei-
haute vor Erregern geschutzt. Die Isolierung von Bakterien stellt somit einen pathologi-
schen Befund dar (AGRAWAL, HIRSCH, 2012).

Die vollstandige Pathogenese der CA ist weiterhin nicht vollstandig geklart. Es scheint
bereits im Frihstadium einer Schwangerschaft zu einer asymptomatischen Besiedelung
mit Bakterien zu kommen. Diese stumme Infektion kdnnte unter Umstanden die weitere
Schwangerschaft durch Inhibierung der plazentaren Angiogense beeinflussen
(KRAMER et al., 2005).

Intrauterine Infektionen wurden als eine der Hauptursachen fir eine Frihgeburt identifi-
ziert, vor allem bei einem Gestationsalter unter 30 SSW. Der Anteil Frihgeborener bei
vorliegender CA steigt auf bis zu 80 % bei Abnahme der Schwangerschaftsdauer unter
28 SSW an (LAHRA et al., 2009). Ein vorzeitiger Blasensprung kommt bei ca. 15 % der
Geburten vor.

Durch den vorzeitigen Blasensprung kann die Schutzfunktion der Eihdute nicht mehr
aufrechtgehalten werden. Nun besteht die Gefahr, dass es zu einer Aszension von va-
ginalen Keimen kommen kann. Keime der vaginalen Flora kdnnen sich nun intrauterin
ansiedeln und sich massenhaft im Fruchtwasser vermehren. Da der Fetus vollstandig
von Fruchtwasser umgeben ist und intrauterin Atembewegungen durchfiihrt, kommt es

laufend zur Aspiration von infiziertem Fruchtwasser. Durch den folgenden Kontakt der
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fetalen Lungen mit diesem Fruchtwasser ist der Fetus gefahrdet, oben genannte Symp-
tome (Sepsis, BPD) zu entwickeln.

Bereits 24 Stunden nach erfolgtem Blasensprung sind 4 % der Kinder infiziert, nach 48
Stunden sind es 20 % (ROMERO et al., 2014; ROMERO et al., 2006; ROMERO et al.,
1989b). Seltener tritt eine CA bei intakter Amnionhéhle auf. Hierbei ist eine hamatogene/
tranplazentare Infektionsinduzierung maéglich (TITA, ANDREWS, 2010b). 12,8 % der Pa-
tientinnen mit vorzeitigen Wehen und intakter Amnionhohle hatten eine Keimbesiede-
lung dieser Hohle (ROMERO et al., 2003). Als haufigster Erreger bei dieser Art der
Transmission, ausgehend von einer maternalen Bakteriamie oder Sepsis, wird Listeria
monocytogenes gefunden (SILVER, 1998). Auch im Rahmen der Pranataldiagnostik
kann es iatrogen (z.B. im Rahmen einer Amniozentese) zu einer Keimverschleppung in
die Amnionhéhle kommen (GOLDENBERG et al., 2000). Aufsteigende bakterielle Inva-
sionen scheinen aber der haufigste Weg der Infektion zu sein. Prinzipiell kdnnen alle
bakteriellen Keime eine CA induzieren. Organismen, welche haufig mit der CA verbun-
den sind, haben eine eher geringe Virulenz (einschlieRlich Ureaplasma species und
Mycoplasma species) (GANTERT et al., 2010).

Es gibt zwei Spezies von Ureaplasmen, welche den Menschen kolonisieren kénnen.
Hierzu gehdrt Ureaplasma urealyticum und Ureaplasma parvum. Von diesen beiden Ar-
ten gehort Ureaplasma parvum zu den am haufigsten identifizierten Keimen im oberen
Genitaltrakt von Frauen und bei Frihgeborenen (KALLAPUR et al., 2011). Mit einer Be-
siedelungsrate von 40 - 80 % gehoéren Ureaplasmen zur normalen Genitalfora und wird
u. a. durch sexuellen Kontakt ibertragen (CASSELL et al., 1993; ESCHENBACH, 1993).
Bei Schwangeren mit vorzeigen Wehen und intakter Fruchtblase wurde am haufigsten
Ureaplasma urealyticum isoliert (GOLDENBERG et al., 2000). Die Pravalenz von Ure-
aplasmen bei Frauen mit vorzeitigem Blasensprung reicht bis zu 22 % (VISCARDI,
2010). Ureaplasmen sind atypische Bakterien. Sie lassen sich aufgrund einer fehlenden
Zellwand nicht nach Gramfarbung anfarben, und nutzen Harnstoff als eine Energiequelle
und sind abhangig vom Stoffwechsel des Wirts (GLASS et al., 2000).

Haufig findet man zudem R-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B, Enterokok-
ken, gramnegative Stabchen (besonders E. coli) und Anaerobier. Zu welcher Zeit der
Schwangerschaft eine Besiedelung der Amnionhohle stattfindet, ist nicht abschlieRend
geklart. Im Rahmen von Chromosomenanalysen zwischen 15 und 18 SSW konnte in
Proben von Amnionflissigkeit bei schwangeren Frauen bereits Ureaplasma urealyticum
gefunden werden. Der Grofteil dieser Frauen entbunden ihrer Kinder um die 24 SSW
(GOLDENBERG et al., 2000).

Die Pathogenese des Amnioninfektionssyndroms zeigt sich haufig wie folgt:
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Nach bakterieller Besiedelung der Vagina (haufig Streptokokken der Gruppe B) und Ver-
anderung der normalen Bakterienflora wahrend der Schwangerschaft kann es zu einer
intrauterinen Inflammation und Infektion kommen (FOWLER, SIMON, 2022; PENG et
al., 2018). Durch die bakterielle Vaginose kommt es zu einem Aufsteigen dieser Keime
durch die Zervix. Dieser Schritt kann Ergebnis einer erhdhten Virulenz der Keime sein,
oder bedingt sein durch eine maternale, abgeschwachte Immunantwort. Innerhalb des
Spaltraumes zwischen Dezidua und Chorionhdhle koénnen sich die Bakterien nun
massenhaft vermehren. Diese massenhafte Vermehrung kann eine mutterliche Entzin-
dungsreaktion nach sich ziehen. Folgend kommt es zu einer intraamniotischen Infektion
(Amnionitis) und einer moglichen Aspiration der Erreger durch den Fetus mit der Folge
einer Sepsis. Neben der Lunge durch Aspiration ist der Gastrointestinaltrakt durch Schlu-
cken infizierter Amnionflissigkeit, die Haut durch direkten Kontakt mit Bakterien oder
deren inflammatorischen Komponenten exponiert (NIKIFOROU et al., 2016)

Es muss zur Entstehend der CA nicht zwangslaufig ein vorzeitiger Blasensprung vorlie-
gen. Ein Durchdringen der intakten Eihaut ist ebenso mdéglich (ELOVITZ, MRINALINI,
2004; ROMERO et al., 2003). Welches Ausmal} die CA annimmt, hangt von der Patho-
genitat der Keime, der Keimmenge und der Immunantwort der Mutter und des Fetus ab.
Hierbei kommt es zu einer Assoziation zwischen Polymorphismus von immunmodulie-
renden Genen und dem Risiko, an einer CA zu erkranken (ANNELLS et al., 2005). Gro3-
tes Risiko fur den Feten stellt das so genannte ,fetal inflammatory response syndrome*
(FIRS) dar. Es ist charakterisiert durch eine systemische Entziindungsreaktion und einer
begleitenden Erhdhung des Interleukin 6 im fetalen Blut (GANTERT et al., 2010;
GOTSCH et al., 2007). Das FIRS kann Auswirkung auf den ganzen Organismus des
Feten haben und wurde als Erganzung zur SIRS gewahlt. FIRS kann Gber Multiorgan-
versagen, septischen Schock bis hin zum Tod des Feten fihren. Nachweisbar ist eine
solche Systembeteiligung unter anderem durch erhéhte Matrixmetalloproteinase-9
(MMP-9). Dieses Enzym ist bei der Verdauung von Kollagen Typ IV beteiligt.

Postnatal kann es durch eine manifeste CA mit Ausbildung eines FIRS zur folgenden
Symptomen kommen: Hirnblutungen, Gastroenteritis, Otitis oder einer Pneumonie
(NELSON, ELLENBERG, 1978; NIKIFOROU et al., 2016; ROMERO et al., 2007).
Vielzahlige Risikofaktoren konnten flr die Entstehung eines Amnioninfektionssyndroms
gefunden werden. Neben einer unzureichenden Schwangerschaftsvorsorge, einem
niedrigen soziodkonomischen Status der Schwangeren, gelten Rauchen und Mangeler-
nahrung als ein moégliches Risiko (FEFERKORN et al., 2022; GOTSCH et al., 2007).
Weitere wichtige Faktoren stellen die klinische vaginale Untersuchung unter Geburt und

eine Zeitspanne uber 12 Stunden zwischen Blasensprung und Geburt dar (DARS et al.,
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2014; SEAWARD et al., 1997). Frauen mit bakterieller Vaginose, besonders bei Besie-
delung mit Ureaplasmen, haben ein doppelt erhéhtes Risiko vorzeitiger Wehen und einer
Frihgeburt (TIBALDI et al., 2016; VINTURACHE et al., 2016).

Zytokine nehmen eine wichtige Rolle im Rahmen der Infekt-assoziierten-Friihgeburt ein.
Interleukin-1(IL-1) spielt eine entscheidende Rolle bei der Induzierung von Wehen
(ROMERQO et al., 1989a). Dieses IL-1 wird als Antwort auf die bakterielle Besiedelung
der Dezidua produziert. Der hierdurch ausgeldste Anstieg von Interleukin fihrt zur Pro-
duktion von Prostaglandin mit folgender Zervixreifung und méglicher Indizierung von vor-
zeitigen Wehen (BAGGIA et al., 1996; LAPPAS, 2016; WITCZAK et al., 2003).

Dies kann zur vorzeitigen Aktivitat des Uterus fihren, bedingt durch die Aktivitat der
Cyclooxygenase (COX), welche aus Arachidonsaure Prostaglandin herstellen kann
(AGRAWAL, HIRSCH, 2012). Bei durch Infektionen bedingten vorzeitigen Wehen spie-
len proinflammatorische Zytokine eine Schllsselrolle. Hierbei steht IL-1 im besonderen
Interesse und ist an der Prostaglandinproduktion maRgebend beteiligt (GENC et al.,
2002).

In Studien konnte bereits dargestellt werden, dass IL-1 eine zentrale Rolle im Verlauf
von vorzeitigen Wehen und der fetalen Immunantwort spielt. IL-1a wird fortwahrend in
beinahe allen Zellen gebildet, wird im Rahmen der Zellapoptose freigesetzt und stellt
einen ersten Schritt der sterilen Entziindung dar (NADEAU-VALLEE et al., 2016). In der
Plazenta sind IL-1-Rezeptoren und Rezeptorantagonisten kolokalisiert. Dies ist sowohl
bei gesunden, als auch bei entziindlich betroffen Plazenten der Fall (BAERGEN et al.,
1994). Neben IL-1 spielten bei diesem Prozess Tumornekrosefaktor o (TNFa), IL-6 und
IL-8 eine entscheidende Rolle (ROMERO et al., 2007).

Unter den zahlreichen inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, die wahrend einer
CA im Fruchtwasser erhoht sind, wird IL-1a eine Schlusselrolle bei der Immunantwort
von Entzindungsreaktion des Frihgeborenen und beim Einsetzen vorzeitiger Wehen
zugeschrieben (GENC et al., 2002; WOLFS et al., 2014).

Auch die Mutter kann durch eine CA in Mittleidenschaft gezogen werden (FOWLER,
SIMON, 2022; PENG et al., 2018). Es kann zu intravasalen Gerinnungsstérungen (DIC),
Endometritis oder Sepsis kommen. Als haufiger Entbindungsmodus konnte bei Schwan-
geren mit CA der Kaiserschnitt (aufgrund mangelndem Geburtsfortschritts) identifiziert
werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass uterine Atonie, Bluttransfusionen und
intensivmedizinische Behandlung in zeitlichem Zusammenhang mit der Dauer der CA
stehen (ROUSE et al., 2004).
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2.8.1 Diagnose der Chorionamnionitis

Neuerdings wird haufig auch von Triple | (,intrauterine inflammation or infection or both)
als Oberbegriff fir eine akute Infektion oder Inflammation von Plazenta, Fruchtwasser,
des Feten oder deren Kombination gesprochen (MAKI et al., 2022).

Ein pathognomonisches Korrelat fehlt bei der Diagnose einer CA. Nicht selten verlauft
eine CA asymptomatisch und subklinisch. Die Diagnose wird dann erst gehauft postnatal
gesichert.

Klinische Zeichen und Symptome der CA kénnen bei der Mutter Fieber, eine Tachykar-
die (> 100/ min), eine Leukozytose (> 15000/ nl) mit Linksverschiebung, CRP-Erhéhung,
ein druckdolenter Uterus, zunehmende Wehentatigkeit, ein vorzeitiger Blasensprung
und eitrig oder faul riechendes Fruchtwasser sein (BURKE, CHIN, 2016; GILSTRAP,
COX, 1989; TITA, ANDREWS, 2010a).

Untersuchte Amnionflissigkeit von Frauen mit CA zeigte eine geringere Glukosekon-
zentration, eine erhohte Anzahl an weilen Blutkdrperchen und eine erhéhte Komple-
mentkonzentration (GOLDENBERG et al., 2000). Neben der maternalen Tachykardie
kann es ebenso beim Feten zu einem pathologischen Kardiotokogramm (CTG) (mit >
150 Schlage pro Minute (Spm)) kommen.

Es zeigt sich, dass in 56 % der Falle von betroffenen Frauen mit einer CA eine milde
fetale Tachykardie (160-179 Spm) und in 17 % eine schwere fetale Tachykardie (> 180
Spm) auftritt (WENDEL et al., 1994).

Unter Ruhebedingungen sollte ein CTG bei 110-150 Spm liegen. Es besteht jedoch
keine strenge Assoziation zwischen einer Asphyxie und einer CA.

Temperatur > +38°C bei der Mutter stellt das wichtigste klinische Symptom dar und ist
in 95 % -100 % der Falle einer CA vorhanden.

Untersuchungen zeigten, dass Temperatur (> +38°C) in 1,6 % der Falle (> 11000) unter
Geburt bei der Schwangeren auftrat. Dieses subpartale Fieber war ein Pradikator fur
infektassoziierte Sterblichkeit beim Neonaten (GIBBS et al., 1982; PETROVA et al.,
2001; TITA, ANDREWS, 2010a{Gibbs, 1982 #32)).

In 80,8 % von untersuchten Amnionproben mit Amnioninfektion konnten die bereits be-
schriebenen Leukozyten identifiziert werden, wahrend dies nur in 28,8 % der Falle bei
Kontrollen auftrat (GIBBS et al., 1982).

Eine isolierte Leukozytose ist in Abwesenheit anderer Symptome der CA von begrenz-
tem Wert und kann auch durch andere Umstande erklart werden (TITA, ANDREWS,
2010a). Eine Applikation von Kortison im Rahmen der Lungenreifeinduktion, wiirde bei-
spielsweise einen Anstieg der Leukozyten erklaren und muss bei der Infektionsdiagnos-
tik bedacht werden (DENISON et al., 1997).
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Neuerdings konnte Cancer-Antigen-125 (CA-125) (bekannt als Tumormarker bei gyna-
kologischen Malignomen) als Marker der CA identifiziert werden. CA-125 steigt bei Pa-
tientinnen mit Amnioninfektionssyndrom an und kann als Pradikator einer drohenden
Frihgeburt gesehen werden. Es wird unter andrem vom Amnionepithel und der fetalen
Zolomhohle produziert (BISCHOF, 1993; SEONG, 2016).

Als diagnostischer Goldstandard gilt der histologische Nachweis nach der Entbindung.
Hier zeigen sich polymorphkernige Infiltrate in Eihduten und in der Plazenta (LAHRA et
al., 2009).

Dieser Nachweis ist jedoch mit einer gewissen Latenz von Tagen verbunden. Eine frih-
zeitigere Diagnose kdnnte das Outcome des Friihgeborenen verbessern und eine ge-
zZielte Therapie ermdglichen (BEEN et al., 2012). In Studien wurde bereits versucht, an-
hand des IL-6-Spiegels aus Nabelschnurrblut eine Aussage bezuglich einer CA treffen
zu kénnen (TASCI et al., 2006). All diese Test sind jedoch weiterhin mit Limitationen
bezuglich ihrer Sensitivitat und Spezifitat versehen (KIM et al., 2015; YOON et al., 1997).

2.9 Diagnostik mittels Geruchsanalyse

Die Diagnose einzelner Erkrankungen, ohne technische Hilfsmittel, alleine anhand typi-
scher Geruiche zu deuten, hat in der Medizin lange Tradition. Bereits Hippokrates nutzte
seinen Geruchsinn zur Analyse von Sputum oder Urin (GRAHAM, 2013). Es gibt beinahe
pathognomonische Geriiche von Krankheiten, welche eine Diagnose ermdglichen. So
tritt beispielhaft bei schweren hepatischen Erkrankungen ein typischer intensiver, sufli-
cher und azetonahnlicher Geruch auf, welcher als Foetor hepaticus bekannt ist. Der Ge-
ruch von Ammoniak kann hinweisend fir eine Uramie sein (DAVIES et al., 1997). Auch
eine schwere Komplikation des Diabetes mellitus, das ketoazidotische Koma, kann an-
hand ihres Geruchs detektiert werden (MINOCHA, RASHID, 1997). Aber auch mikrobi-
ologische Besiedelung und Infektion mit anaeroben Erregern lassen sich durch einen
putriden Geruch deuten (HAYASHIDA, YAMAKAWA, 2021; RAMASUBBU et al., 2017).
Der menschliche Kdérpergeruch beispielsweise ist ein Ergebnis der Kombination von
hunderten emittierten volatiler organischer Komponenten (VOC) (ISSITT et al., 2022).
Diese entstammen aus verschiedensten Zellen des Kérpers und werden Uber vielzahlige
Stoffwechselwege sezerniert. Hauptquellen solcher VOC sind Urin, Stuhl, Schweil} und
die Atemluft (SHIRASU et al., 2009). In einer Atemprobe kdnnen etwa 3000 verschie-
dene VOC nachgewiesen werden (HAICK et al., 2014).

VOC werden von allen Mikroorganismen im Rahmen ihres Stoffwechsels produziert. Das
VOC-Profil hangt folglich sowohl von der Wirtskomponente, als auch von der jeweils
vorhanden mikrobiellen Spezies ab (THORN, GREENMAN, 2012).
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In mehreren Studien werden zunehmend die Mdglichkeit und der Nutzen von Analysen
dieser flichtiger organischer Komponenten durch Einsatz von elektronischen Nasen (e-
Nose) oder Massenspektrometer aufgezeigt (OLIVEIRA et al., 2022).

Die Analyse dieser VOC kann auf zwei unterschiedlichen, wenn auch komplementaren
Ansatzen analysiert werden. Zum einen kann die VOC-Identifizierung genannt werden,
zum anderen eine VOC-Mustererkennung.

Zur VOC-Identifizierung nutzt man die Mdglichkeit der Massenspektrometrie, zur VOC-
Mustererkennung eine eNose (CHOUDHURY et al., 2022; VAN DER SCHEE et al.,
2015). Durch diese VOC-Identifizierung gelingt im Gegensatz zur VOC-Mustererken-
nung eine individuelle Identifizierung einzelner Analyte.

Beispielhaft sein hier erwahnt, dass einige VOC einzigartig in Bakterien vorkommen kon-
nen. 1-Penten-3-ol und 2-Octyl-1-ol fir Pseudomonas aeruginosa oder Butansaure und
5,5-Dodecadinyl-1-12-diol fur Klebsiella pneumoniae. Durch diese Technik gelingt ein
schnelles und zugleich spezifisches Nachweisverfahren fur Bakterien (CHEN et al.,
2017; KARAMI et al., 2017).

Die Klassen der produzierten VOC sind breit gestreut und entstammen u.a. Schwefel-
verbindungen, stickstoffhaltigen Verbindungen, Fettsduren, Kohlenwasserstoffen oder
Alkohol (SCHULZ, DICKSCHAT, 2007).

Studien zeigten, dass unter pathophysiologischen Bedingungen die Produktion der VOC
signifikant ansteigen kann. Unter physiologischen Bedingungen betragen die VOC 10-
12 mol/ I in der Ausatemluft (HAKIM et al., 2012; XIANG et al., 2021).

2.9.1 Die elektronische Nase

Zunehmend halten Hilfsmittel, wie z.B. die eNose zur Geruchsanalyse, Einzug in die
Medizin. Vorteile solcher Systeme sind objektive, unerschopfliche und reproduzier- und
speicherbare Analysen innerhalb kirzester Zeit und eine patientennahe Einsetzbarkeit
(FARRAIA et al., 2019).
Auch ein Einsatz in potenziell schadlicher Umgebung oder die Untersuchung von konta-
minierten Probenmaterial sind mdglich.
Im Jahr 1982 wurde das menschliche Geruchsystem erstmals kopiert und als eNose
nachgebaut (Persaud und Dodd an der Universitat Warwick). Weitere Innovationen in
der Elektrotechnik und Informatik ermdglichten ab den 1990er Jahren erste Entwicklun-
gen der heute etablierten eNose (WILSON, BAIETTO, 2011).
Der Mensch ist in der Lage, tausende differente Duifte durch 10 bis 30 Millionen Sinnes-
zellen in der Regio olfactoria wahrzunehmen (BUSHDID et al., 2014). Elektronische Na-
sen sind lediglich durch die Auswahl und Anordnung von Sensoren limitiert (YANG et
al., 2021).
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Elektronische Nasen haben sich bereits in verschiedenen Bereichen bewahrt, etwa beim
Militar zur Detektion von biologischen oder chemischen Kampfstoffen oder in zivilen An-
wendungen wie der Lebensmittelchemie zur Qualitatskontrolle (MARTINEZ-GARCIA et
al., 2021; SHl et al., 2018; SHIRASU, TOUHARA, 2011).

Sie stellen eine Erganzung und Alternative zur etablierten Massenspektrometrie und
Gaschromatographie dar, welche seit der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts zur Iden-
tifizierung VOC genutzt werden (MANOLIS, 1983).

Eine Ubersichtsarbeit zeigte, dass die Cyranose C320 die am haufigsten verwendete
eNose bei Analysen im Rahmen von medizinischen Studien ist (OAKLEY-GIRVAN,
DAVIS, 2017).

2.9.2 Suche nach einem geeigneten Infektionsparameter und Limitationen

Seit Jahrzenten wird nach einem idealen Infektionsmarker fur Frihgeborene geforscht.
Bei den Kriterien fir einen idealen Biomarker oder Test zur Diagnose einer neonatalen
Sepsis kann in klinische Eigenschaften und Laboreigenschaften unterteilt werden (Ta-
belle 6) (EICHBERGER et al., 2022; LAM, NG, 2008; SHARMA et al., 2018;
WOODFORD et al., 2021).

Tabelle 6: Kriterien fiir einen idealen Biomarker

Klinische Eigenschaften

Infektionen friih erkennen

Identifizierung von bestimmten Krankheitserregern (z.B. bakterielle, virale oder pflanzliche Or-

ganismen)

Uberwachung des Krankheitsverlaufes

Steuerung einer antimikrobiellen Therapie

Vorhersage der Schwere einer Krankheit zu Beginn der Infektion

Vorhersage der Prognose (d.h. Sterblichkeit)

Laboreigenschaften

Stabile Verbindungen der Probe von Abnahmen bis zur Analyse

Automatische und einfache Messmethode, Etablierung als Routinemessung

Schnelle Durchlaufzeiten bis zur Ergebnismeldung

Quantitative Bestimmung der Biomarkerkonzentrationen

Geringes Probenvolumen

Tagliche Verfligbarkeit

Kostengunstiger Test
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Wie bereits beschrieben, basiert die Diagnose einer Infektion des Frih- und Neugebo-
renen auf drei Saulen: Der klinischen Untersuchung, den laborchemischen Infektionspa-
rametern und der mikrobiologischen Diagnostik (IROH TAM, BENDEL, 2017; MEMAR
etal., 2019)

Trotz klinisch und laborchemisch eindeutigem Vorliegen einer Infektion oder sogar Sep-
sis gelingt haufig kein Keimnachweis in gewonnenen Blutkulturen (MUKHOPADHYAY
et al., 2021).

In einer Arbeit konnte gezeigt werden, dass an bakterieller Infektion verstorbene Neuge-
borene in 13 % keine Auffalligkeiten im Blutbild hatten. Die Diagnosesicherung erfolgte
im Rahmen von Autopsien. In 18 % dieser Falle zeigte die Blutkultur einen negativen
Befund (SQUIRE et al., 1979). Dies zeigt u.a. die Limitationen mikrobiologischer Unter-
suchungen.

Aber auch die klassischen laborchemischen Infektionsparameter weisen Limitationen
auf. Aus der Gruppe der Akut-Phase-Proteine gehdrt das CRP zu einem der bekanntes-
ten Parameter. Durch Inflammationen kommt es zur Bildung dieser Proteine. CRP
konnte in diversen Studien mit eines neonatalen Sepsis in Zusammenhang gebracht
werden (BENITZ et al., 1998; BERGER et al., 1995). Jedoch schliel3t ein negatives CRP
bei anfanglichen Untersuchungen eine Infektion nicht aus (MATHERS, POHLANDT,
1987). Auch anderes Krankheitsbilder wie Hirnblutungen, Asphyxie oder die Mekoniu-
maspiration kdnnen zu einer CRP-Elevation fuhren (OKUMUS et al., 2015).
Schwierigkeiten zeigen sich auch bei der Betrachtung des Blutbildes. Zum einen
kénnen die noch kernhaltigen Erythrozytenvorstufen die Differenzierung und Auszah-
lung der Leukozyten beeinflussen, zum anderen ist die Gesamtzahl der Leukozyten von
eingeschrankter Bedeutung (FORESTIER et al., 1991; MANROE et al., 1979; SQUIRE
etal., 1979). Ebenfalls werden durch mutterliche Risikofaktoren Ergebnisse von diversen
Entziindungsmarkern beeinflusst (EICHBERGER et al., 2022).

Auch die z.T. nur dezenten klinischen Hinweise im Rahmen von kdrperlichen Untersu-
chungen des Frihgeborenen zeigen, wie wichtig die Weiterentwicklung und Einfiihrung
weiterer diagnostischer Hilfsmittel ist (AKANGIRE et al., 2020; WRIGHT et al., 2021).
Fir einen diagnostischen Test besteht die Notwendigkeit, eine hohe Spezifitat und Sen-
sitivitat aufweisen zu kénnen. In Studien wurde daher eine Sensitivitat und einen nega-
tiven pradiktiven Wert nahe 100 % vorausgesetzt. Dies sollte eine Behandlung nicht auf-
grund falsch negativer Testergebnisse verzégern (NG, 2004; SMULIAN et al., 1999).
Bisher zeigt sich kein einzelner Biomarker als ideal (CELIK et al., 2022). Die Identifizie-
rung eines idealen Biomarkers zur Diagnose einer neonatalen Sepsis ist immer noch die

groRte Herausforderung.

25



Ein ahnliches Bild zeigt sich bei der Diagnostik der CA. Auch hier stellt der Nachweis der
CA einer Herausforderung dar.

Obwohl Matrix-Metalloproteinase-8 (MMP-8) der am besten geeignete Test fur das
Screening zu sein scheint, erfordert die Diagnose einer CA eine Kombination von Scree-
ning-Methoden und —Tests, sowie klinische Zeichen und Symptome, Biomarker der Mut-
ter, Analysen von Fruchtwasser und die Histologie. Schnellere, einfacher, nichtinvasive
und kostengunstigere Tests rechtfertigen weitere  Forschungsbemiihungen
(CHARPENTIER et al., 2022; DU PLESSIS et al., 2022).

Der einzige vorgeburtliche diagnostische Test ist die Amniozentese, die Risiken fur eine
Frih- oder Fehlgeburt birgt (HALL et al., 2022).

2.9.3 Neue Méglichkeiten der Infektionsdiagnostik

In den vorangegangenen Kapiteln wurden die bisherigen Moglichkeiten der Diagnostik
von Infektionen bei Frih- und Neugeborenen oder der CA und den damit verbundenen
Limitationen beschrieben. Es scheint bis dato nicht den perfekten Infektionsparameter
zu geben (TI0ZZO, MUKHOPADHYAY, 2022). Seit Jahren beschéaftigen sich For-
schungsgruppen mit der Suche nach einen geeigneten Infektionsparameter fiir Neuge-
borene (CANTEY, LEE, 2021). Weiterhin beruht die Diagnose einer Sepsis auf dem Er-
gebnis von Blutkulturen (DIERIKX et al., 2022). Jedoch ist diese Methode weiterhin lang-
sam und durch falsch-negative Ergebnisse limitiert (WOODFORD et al., 2021).
Zahlreiche neuere Sepsis-Biomarker (16S rDNA, ,granulocyte colony-stimulating factor
(G-CFS), Tunornekrosefaktor (TNF), IL13, CD11b, CD64, Pentraxin 3, SCD 163) konn-
ten flr die Neugeborenensepsis evaluiert werden (KETTER et al., 2016). Jedoch konnte
auch von diesen keiner als ideal bezeichnet werden (EICHBERGER et al., 2022; JYOTI
etal., 2021; TZIALLA et al., 2018). Keiner der neueren, aktuellen diagnostischen Marker
ist empfindlich und spezifisch genug, um die Entscheidung zum Absetzen einer laufen-
den Antibiotikatherapie, ohne Bertcksichtigung klinischer Befunde treffen zu kdnnen
(EICHBERGER et al., 2022).
Ein ahnliches Bild zeigt sich bei der bisherigen Diagnostik der CA (LAGODKA et al.,
2022).
Ein moégliches weiteres Hilfsmittel zur Diagnostik von Infektionen bei Friih- und Neuge-
borenen oder der CA kdnnte die Analyse von VOC darstellen (BERKHOUT et al., 2020;
WRIGHT et al., 2021). Hierdurch ware beispielsweise ein deutlicher Zeitgewinn, sequen-
tielle Untersuchungen von Bioproben, geringer Kostenaufwand und einfache Durchfiih-
rung moglich (TOMA et al., 2021).
Durch diese neuartigen Methoden der VOC-Analysen konnte eine Erganzung zur bishe-
rigen Diagnostik geschaffen werden (GOEDICKE-FRITZ et al., 2021).
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2.10Ziel der Arbeit

2.10.1 Zielsetzung und Fragestellung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit bereits etablierten und neuartigen Untersuchun-

gen um zu prufen, ob Bioproben von Friihgeborenen mit und ohne Zeichen einer Infek-

tion unterschiedlich ,riechen” und sich differenzieren lassen.

Zusatzlich werden Bioproben aus Fruchtwasser von trachtigen Schafen mit Entziindun-

gen unterschiedlichen Ursprungs untersucht. Hierbei wird untersucht, ob sich die

differenten Entziindungséatiologien voneinander trennen lassen und sich eine

spezifische fliichtige organische Verbindungen identifizieren lasst.

Dazu wird auf folgende Fragen eingegangen:

Diagnose einer neonatalen systemischen Infektion

Unterscheiden sich die Bioproben von Fruhgeborenen mit und ohne klinische
Zeichen einer Infektion?

Ist die eNose fur die Pradiktion von Infektionen bei unreifen Friihgeborenen ge-
eignet?

Eignen sich Urin, Stuhl und Trachealaspirat zur Diagnose von Infektionen bei
unreifen FrGhgeborenen?

Welche Bioprobe ist besonders fur die Pradiktion einer Infektion geeignet?

Wie kénnen Biosamples aufbereitet werden, damit sie fir die Messung mittels e-
Nose geeignet sind?

Kann eine hohe ,Cross Validation Value® zur Erkennung einer invasiven Infektion

anhand von Smellprints der Bioproben erreicht werden?

Pradiktion der Chorioamnionitis

Finden sich flichtige organische Verbindungen im Fruchtwasser trachtigen
Schafen, die spater zur einer CA flihren?

Lassen sich Biomarker dieser organischen Verbindungen identifizieren?
Unterscheiden sich die Profile der organischen Verbindungen zwischen

Amnionitis unterschiedlicher Herkunft?
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3 Material, Kollektiv und Methodik

3.1 Unterteilung der Arbeit

Die Arbeit gliedert sich in einen klinischen Teil und einen tierexperimentellen Teil.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Kollektive betrachtet. Einerseits
wurden in einem klinischen Teil dieser Arbeit Patienten des Universitatsklinikums Mar-
burg betrachtet, andererseits Probenmaterial von Schafen analysiert. Dieses entstammt
von Tierversuchen an Merinoschafen, gewonnen durch die University of Western
Australia (Perth, Australien).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die tierexperimentellen und klinischen Teile dieser Arbeit

Untergliederung Probenmaterial Ort Probensammlung Ort Probenmessung

Bioproben von

Frihgeborenen: . L . L
Universitatsklinikum Universitatsklinikum
Trachealsekret . .
. . GiefRen und Marburg GiefRen und Marburg
Klinischer Teil Stuhl
Urin
. Standort Marburg Standort Marburg
(Speichelproben)
University of Western . S
L . Universitatsklinikum
. . Amnionflissigkei- Australia .
Tierexperimentel- Giel3en und Marburg

ten von Schafen
ler Teil )
Perth, Australien
Standort Marburg

3.2 Klinischer Abschnitt der Arbeit

3.2.1 Patienten und Probengewinnung

Die im folgenden beschriebenen Arbeiten wurden an biologischen Materialien
(Trachealaspirat, Stuhl und Urin) von Friihgeborenen durchgefihrt. Uber einen Zeitraum
von acht Monaten wurden Uber 500 Proben von 27 Patienten gesammelt und analysiert.
Hierbei handelte es sich um auf der Intensivstation behandelten Friihgeborene. Auf-
grund unterschiedlicher Krankheitsspektren erfolgte nicht bei allen Patienten eine Ge-
winnung aller biologischen Materialien. Beispielsweise ist die Gewinnung von

Trachealaspirat gebunden an die medizinische Indikation einer Intubation und erfolgte
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nur im Rahmen dieser. Daher stellen in dieser Studie sequentielle Trachealsekrete die
Ausnahme dar. Die Gewinnung des Sekrets erfolgte entweder bei einem langeren Be-
atmungsintervall oder bei klinischer Verschlechterung mit Indikation zur Re-Intubation.
Die Entnahme von Stuhl- und Urinproben war ebenfalls an den klinischen Zustand des
Patienten gebunden. Bei einzelnen Krankheitsbildern ist eine Probengewinnung z.B. im
Rahmen einer nekrotisierender Enterokolitis oder eines akuten Nierenversagens nicht
moglich gewesen.

Daher wurde vereinzelt das Intervall der Abnahme 1x / Woche Uberschritten. Somit er-
folgte im Rahmen dieser Studie keinerlei zusatzliche Interventionen zur Gewinnung des
Probenmaterials.

Die Probenverarbeitung erfolgte stets durch dieselbe Person.

3.3 Ethik

Die Probengewinnung, -verarbeitung und -auswertung erfolgte nach Einwilligung und im
Einklang mit der Ethikkommission des Universitatsklinikums Marburg (Anschlussstudie
an Studie 167/10, Erstantrag vom 06.12.2010 und Gutachten der Ethikkommission vom
28.08.2014).

3.4 Datenschutz

Die Daten werden pseudonymisiert gespeichert. Jedem Patienten wurde eine Identifika-

tionsnummer zugeordnet, die fur die Auswertung verwendet wurde.
Die Speicherung der erhobenen Datensatze wurden gemaf den Richtlinien zur Aufbe-

wahrung von Patientendaten im Marburger Universitatsklinikum durchgefihrt.

3.5 Einverstandnis

Die Zustimmung zur Studienteilnahme erfolgte durch schriftliche Einwilligung der
Erziehungsberechtigten nach entsprechender Aufklarung bei einer notwendigen

stationdren Aufnahme des Kindes.

3.6 Einschlusskriterien

Bei den in dieser Studie eingeschlossenen Patienten handelte es sich um Patienten der
neonatologischen Intensivstation und der peripheren neonatologischen Station des Uni-

versitatsklinikums Marburg.

Es erfolgte der Einschluss der Patienten, wenn sie folgende Bedingungen erfullten:
- Fruhgeborene mit einem Gestationsalter von < 32+0 SSW

und/ oder einem Geburtsgewicht < 15009
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- Einwilligung der Erziehungsberechtigten innerhalb von 72 Stunden nach Geburt

zur Teilnahme an der Studie.

3.7 Ausschlusskriterien

Ein Ausschluss aus der Studie erfolgte, falls eines der folgenden Kriterien erflllt wurde:
- Fehlendes Einverstandnis der Erziehungsberechtigten
- Palliatives Regime
- Schwere oder lebendbedrohliche Fehlbildungen

- Ricknahme der Einverstandniserklarung

3.8 Zeitrahmen der Probenasservierung

Die Probensammlung bei den eingeschlossenen Frihgeborenen erfolgte wochentlich im
Zeitraum von 2015 bis 2016.

Bei Erfullung eines der folgenden Punkte, wurde die Probensammlung beendet:
- Abschluss der 6. Lebenswoche
- Vorzeitige Entlassung des Patienten (vor Vollendung der 6. Lebenswoche)

- Tod des Patienten

3.9 Dokumentation klinischer Parameter

Zusatzlich und zur Verifizierung der in folgenden Abschnitten beschriebenen
Messergebnissen und einer evil. mdglichen Korrelation der experimentell erhobenen
Datensatze wurden standardisiert folgende Parameter der Patienten anhand der Kran-
kenakte erhoben. Nicht alle in der folgenden Tabelle erhobenen Parameter hatten

Einfluss auf die Auswertung in dieser Arbeit.

Tabelle 8: Erhobene klinische, laborchemische und mikrobiologische Parameter der Patienten

Erhobene Parameter

Geburtsdaten (Datum, Uhrzeit)

Gestationsalter bei Geburt in Wochen + Tagen

Geschlecht

Geburtsgewicht (in g)

Mehrlingsschwangerschaft

Geburtsmodus (vaginale Entbindung, Sectio caesarea)

Form der Sectio caesarea (primar, sekundar oder Notsectio)

Apgar-Werte des Neugeborenen (nach 1, 5 und 10 Minuten)
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Nabelarterien-pH-Wert

Syndromale Erkrankungen / Fehlbildungen

Pulmonale / kardiovaskulare Erkrankungen

Intubation (Erstversorgung, im Verlauf, elektiv)

Korpergewicht des Patienten bei Probenabnahme (in g)

Temperatur des Patienten bei Probenentnahme (in °C)

Inspiratorische Sauerstoffanteil (FiOz) bei Probenentnahme (in %)

Ernahrung bei Probenentnahme

Medikation, Antibiotika bei Probenentnahme

Alter der Mutter (in Jahren)

Graviditat und Paritat der Mutter

Anteil enteraler Ernahrung (in %)

Muttermilch zugefuhrt

Beatmungsmodus

Beatmungsdauer in Stunden (invasiv)

Beatmungsintervall in Tagen (nichtinvasiv)

Surfactant-Applikation

Dauer erhdhter Sauerstoffzufuhr (in Tagen)

Laborchemische Entziindungsparameter (CRP und IL8)

Differentialblutbild

Mikrobiologische Ergebnisse (der Blutkulturen, Hautabstriche)

Laborwerte

Fieber (> +38,5°C) bei Probenentnahme

Hypothermie (< +36,5°C) bei Probenentnahme

3.9.1 Infektionsscore

Zur Sicherung einer Infektion wurden laborchemische Parameter erhoben und retro-
spektiv mit den gesammelten Probenmaterial korreliert. Diese umfassten Blutbild,
CRP und das Ergebnis der Blutkulturen. Anhand des Differentialblutbildes kann man den

| / T-Quotienten berechnen (Verhaltnis unreifer und reifer neutrophiler Leukozyten).
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Tabelle 9: Infektionsscore angelehnt an Neo-Kiss-Kriterien und modifiziert nach Maier und Obla-
den, 2011)

Infektionscore

CRP > 10 mg/l

positive Blutkultur

I/T-Quotient > 0,2

IL-6 > 30pg/ml

Leukozytenzahl < 4.000/ul  // > 30.000/pl

Wenn eines dieser Kriterien erfullt war, lag ein positiver Infektionscore vor. Die Probe

wurde als systemische Infektion gewertet.

3.10Infektionsdiagnostische Ergebnisse

Blutkultur:

Bei 24 Patienten wurde mindestens einmal im Verlauf des stationaren Aufenthaltes eine
Blutkultur angelegt. Bei zwei Patienten (8,3 %) fiel diese positiv aus. Nachgewiesen wur-
den Staphylococcus capitis und Staphylococcus epidermidis.

Zeitgleich zum Nachweis von Staphylococcus capitis lag ein erhdhtes CRP, eine Leuko-
penie und ein erhohtes Interleukin zum Zeitpunkt der Probenerhebung vor.

20 Proben (Stuhl, Urin, Trachealaspirat (TA)) wurden bei diesem Patienten mit
Stapylococcus capitis Nachweis gesammelt. Bei 55 % dieser Proben lag ein positiver

Infektionsscore vor.

Bei dem Patienten mit Staphylococcus epidermidis Nachweis (in der Blutkultur)
zeigte sich eine Leukopenie und ein erhdhter IL-Spiegel. 15 Proben (Stuhl, Urin, TA)
wurden bei diesem Patienten im Rahmen der Studie erfasst. 46,6 % der Proben bildeten

einen positiven Infektionsscore ab.

Tabelle 10: Patienten mit positiver Blutkultur und Keimnachweis in der Mikrobiologie

Patient | Probentyp mit pos. In- | Klinische Symptome Labor

(Mikro- | fektionsscore

biologie)

L. O. TA: 6 Respiratorische Insuffizienz CRP max.: 26 mg/l

(Staph. Stuhl: 7 IL-8 max.: 333 ng/l

capitis) Urin: 7 Leukozyten: 3800 /ul

M. D. TA: 6 Respiratorische  Verschlechte- | CRP max.: 150 mg/l
Stuhl: 5 rung im Rahmen invasiver Beat- | IL-8 max.: 246 ng/|
Urin: 4 mung Leukozyten: 3551 /ul
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(Staph. NEC
epidermi-
dis)

Trachealaspirat:

Innerhalb des Studienintervalls wurde bei 11 Patienten mindestens einmalig eine
Trachealaspiratprobe gewonnen. Bei flinf Trachealaspiratproben (45,4 %) erfolgte ein
positiver Keimnachweis. Hierbei handelte es sich um Staphylococus sp., Enterobacter
cloacae, Enterococcus sp., Neisseria sp. und Ureaplasma urealyticum. Bei 22 dieser

Proben lag zeitgleich ein positiver Infektionsscore vor.

Tabelle 11: Patienten mit Trachealaspiratproben, Keimbefund und Labor

Patient Probentyp mit | Klinische Symp- | Labor
(mikrobiologisches Ergebnis) pos. Infektions- | tome
score
R. C. TA: 1 Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: 0.p.B.
S.C. TA: 1 Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: 0.p.B.
H. K. TA: 3 Peritonitis CRP max.: 60 mgl/l.
Stuhl: 3 Kathetersepsis IL-8 max.: 117 ng/l
Urin: 3 Leukozyten: 0.p.B.
N.Z TA: 3 Sepsis bei Peritonitis CRP max.: 98 mg/l
Stuhl: 2 IL-8 max.: 565 ng/l
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
M. D. TA: 4 Gastrointestinale Infektion | CRP max.: 138 mg/l.
(Staph. sp.) Stuhl: 3 IL-8 max.: 709 ng/l.
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
L. O. TA: 6 Kathetersepsis CRP max.: 26 mgl/l.
(Enterobacter cloacae) Stuhl: 3 IL-8 max.: 338 ng/l
Urin: 2 Leukozyten: 0.p.B.
J. S. TA: 2 Gastrointestinale Infektion | CRP max.: < 5mg/I.
(Enterococus sp.) Stuhl: 0 IL-8 max.: 111 ng/l
Urin: 0 Leukozyten: 0.p.B.
E.G. TA: 1 Pneumonie CRP max.: 101 mg/l
Stuhl: 1 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 1 Leukozyten: 0.p.B.
N.R. TA: 1 Ventrikulitis CRP max.: 54,2.
(Neisseria sp.; Stuhl: 1 IL-8 max.: 355 ng/l
Staph. sp.) Urin: 1 Leukozyten: 0.p.B.
M. A. TA: 1 Respiratorische  Insuffizi- | CRP max.: 30 mg/I
Stuhl: 0 enz IL-8 max.: 11 ngl/l
Urin: 1 Leukozyten: 0.p.B.
E. J. TA: 1 Konjunktivitis CRP max.: 12,3 mg/I
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Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 1 Leukozyten: 0.p.B.

Urin:

Eine mikrobiologische Untersuchung des Urins erfolgte bei funf Patienten. Bei zwei Pa-
tienten (40 %) lag ein positives mikrobiologisches Ergebnis vor. Es konnten Enterobacter
cloacae und Staphylococus spezies kultiviert werden.

Bei diesen funf Patienten konnten insgesamt 27 Urinproben gewonnen werden, bei wel-

chen zeitgleich ein positiver Infektionsscore vorlag.

Bei dem Patienten mit Enterobacter cloacae Nachweis zeigte sich begleitend ein erhoh-
tes CRP und Interleukin. Acht Urinproben wurden bei diesem Patienten im Erhebungs-

zeitraum gesammelt. 50 % hiervon wiesen einen positiven Infektionsscore auf.

Bei dem Patienten mit Stapylococcus spezies Nachweis (in der Urinkultur) wurden
sieben Urinproben wahrend des Studieneinschlusses zusammengetragen. 14,2 % die-
ser Proben prasentierten einen positiven Infektionsscore. In diesem Fall zeigte sich ein
erhdhter CRP-Spiegel.

Tabelle 12: Patienten mit Urinproben und positiven Infektionsscore

Patient Probentyp mit | Klinische Symp- | Labor
(mikrobiologisches Ergebnis) pos. Infektions- | tome
score
E.G. TA: 0 Pneumonie CRP max.: 101 mg /I
(Staphylococcus sp.) Stuhl: 2 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 7 Leukozyten: 0.p.B.
H. K. TA: 3 Peritonitis CRP max.: 60 mgl/l.
(Enterobacter cloacae) Stuhl: 3 Kathetersepsis IL-8 max.: 117 ng/l
Urin: 8 Leukozyten: 0.p.B.
N. Z. TA: 3 Sepsis bei Peritonitis CRP max.: 98 mg/l
Stuhl: 2 IL-8 max.: 565 ng/l
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
L. O. TA: 6 Kathetersepsis CRP max.: 26 mgl/l.
Stuhl: 3 IL-8 max.: 338 ng/l
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
K.D. TA: 1 Gastrointestinale Infektion | CRP max.: 138 mg/l
Stuhl: 3 IL-8 max.: 709 ng/l
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
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Stuhl:

Es wurden keine Stuhlproben zur weiteren Diagnostik in der Mikrobiologie verarbeitet.

19 von 201 (9,4 %) Stuhlproben erbachten einen positiven Infektionsscore.

Tabelle 13: Patienten mit Stuhlproben und positiven Infektionsscore

Patient Probentyp mit | Klinische Symp- | Labor
pos. Infektions- | tome
score
H.B. TA: 0 Konnatale Infektion mit AIS | CRP max.: 21 mg/l
Stuhl: 2 IL-8 max.: 221 ng/l
Urin: 3 Leukozyten: 0.p.B.
A.H. TA: 0 Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 1 IL-8 max.: 139 ng/l
Urin: 0 Leukozyten: 0.p.B.
H. K. TA: 3 Peritonitis CRP max.: 60 mgl/l.
Stuhl: 3 Kathetersepsis IL-8 max.: 117 ng/l
Urin: 3 Leukozyten: 0.p.B.
N.Z TA: 3 Sepsis bei Peritonitis CRP max.: 98 mg/l
Stuhl: 2 IL-8 max.: 565 ng/l
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
M. D TA: 5 Gastrointestinale Infektion | CRP max.: 138 mg/l.
Stuhl: 3 IL-8 max.: 709 ng/l.
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
L. O. TA: 6 Kathetersepsis CRP max.: 26 mgl/l.
Stuhl: 3 IL-8 max.: 338 ng/l
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
M.B.D. TA: 1 Keine CRP max.: 146 mg/l
Stuhl: 3 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.
E.G. TA: 0 Pneumonie CRP max.: 101 mg /I
Stuhl: 1 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 7 Leukozyten: 0.p.B.
N.R. TA: 1 Ventrikulitis CRP max.: 54,2.
Stuhl: 1 IL-8 max.: 355 ng/l
Urin: 1 Leukozyten: 0.p.B.

3.10.1 Antibiotische Therapie

Wahrend der intensivmedizinischen Betreuung erhielten 20 Patienten intravenos

Antibiotika. Dies entspricht 74 % der Patienten. Sieben Patienten kamen ohne

antibiotische Behandlung aus (26 %). Das haufigste Antibiotikaregime war Ampicillin

kombiniert mit Gentamicin (95 %). In 55 % der Falle einer antibiotischen Therapie lag
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mindestens eine Probe (TA, Stuhl, Urin) mit positiven Infektionsscore vor. In 71,4 % der

Falle ohne antibiotische Therapie zeigten sich unauffallige Proben.

In 7,4 % der Falle gelang ein mikrobiologischer Keimnachweis durch Abnahme von Blut-

kulturen.
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Abbildung 3: Antibiotikatherapie bei den Patienten; Anzahl der Patienten und Anzahl der Antibio-

tika-Therapien

Tabelle 14: Antibiotische Therapie, klinische Symptome und Laborparameter

Patient Probenart Antibiotische Klinische Labor
Therapie Symptome
M.A TA: 1 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: 30 mg/I
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 11 ngl/l
Urin: 1 Leukozyten: 0.p.B.
H.B: TA: 0 Gentamicin Konnatale Infektion | CRP max.: 21 mg/I
Stuhl: 2 Ampicillin mit AIS IL-8 max.: 221 ng/l
Urin: 3 Meropenem Leukozyten: 0.p.B.
Vancomycin
E.B. TA: 0 Gentamicin V.a. konnatale Infek- | CRP max.: <5 mg/I
Stuhl: 0 Ampicillin tion IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: 0.p.B.
L.B. TA: 0 Gentamicin V.a. konnatale Infek- | CRP max.: <5 mg/I
Stuhl: 0 Ampicillin tion IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
R.C. TA: 1 Keine Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
S.C. TA: 1 Keine Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
M.D. TA: 5 Gentamicin Gastrointestinale In- | CRP max.: 138 mg/l.
Stuhl: 3 Ampicillin fektion IL-8 max.: 709 ng/l.
Urin: 4 Meropenem Leukozyten: 0.p.B.
Vancomycin Positive Blutkultur
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B.D. TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: <5 mg/I
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 17 ngl/l
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
K.D. TA: 1 Gentamicin Gastrointestinale In- | CRP max.: 138 mg/l
Stuhl: 3 Meropenem fektion IL-8 max.: 709 ng/l
Urin: 4 Vancomycin Leukozyten: 0.p.B.
M.B.D. TA: 0 Keine Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B:.
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
AF. TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: <5 mg/I
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 363 ng/l
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
P.F. TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: <5 mg/l
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 591 ng/l
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
E.G. TA: 0 Gentamicin Pneumonie CRP max.: 101mg/I
Stuhl: 1 Ampicillin IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 1 Meropenem Leukozyten: o0.p.B
Vancomycin
A.H. TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: <5 mg/I
Stuhl: 1 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 139 ng/l
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
N.H: TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: <5 mg/l
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 33 ng/l
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
EJ. TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: 12,3 mg/l
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 33 ngl/l
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
L.J. TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: <5 mg/I
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 0.p.B:
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
H.K. TA: 3 Gentamicin Peritonitis CRP max.: 60 mgl/l.
Stuhl: 3 Ampicillin Kathetersepsis IL-8 max.: 117 ng/l
Urin: 3 Meropenem Leukozyten: 0.p.B.
Vancomycin
Metronidazol
L.O. TA: 6 Gentamicin Kathetersepsis CRP max.: 26 mgl/l.
Stuhl: 3 Ampicillin IL-8 max.: 338 ng/l
Urin: 4 Meropenem Leukozyten: 0.p.B.
Vancomycin Positive Blutkultur
D.R. TA: 0 Keine Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B:
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
N.R. TA: 1 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: 54,2.
Stuhl: 1 Ampicillin suffizienz und IL-8 max.: 355 ng/l
Urin: 1 Cefotaxim Ventrikulitis Leukozyten: 0.p.B.
Meropenem
Vancomycin
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J.S. TA: 2 Gentamicin Gastrointestinale In- | CRP max.: < 5mg/I.
Stuhl: 0 Ampicillin fektion IL-8 max.: 111 ng/l
Urin: 0 Meropenem Leukozyten: 0.p.B.
T.S. TA: 0 Gentamicin Respiratorische In- | CRP max.: 7 mg/l
Stuhl: 0 Ampicillin suffizienz IL-8 max.: 107 ng/l
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
V.S. TA: 0 Keine Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
M.S. TA: 0 Keine Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
R.D. TA: 0 Keine Keine CRP max.: < 5 mg/l
Stuhl: 0 IL-8 max.: 0.p.B.
Urin: 0 Leukozyten: o0.p.B
M.Z. TA: 3 Gentamicin Sepsis bei Peritonitis | CRP max.: 98 mg/I
Stuhl: 2 Ampicillin IL-8 max.: 565 ng/l
Urin: 4 Leukozyten: 0.p.B.

3.11 Ubersicht iiber die Gewinnung des Biomaterials

Die Probengewinnung erfolgte unter gleichbleibenden, standardisierten Bedienungen
unter Einhaltung von ,Standard Operation Procedure“ (SOP, siehe Anhang). Arztliches
und pflegerisches Personal wurde in dieser SOP unterwiesen und diese ausgehandigt.
Das gewonnene Biomaterial wurde nach Entnahme bei +4°C auf der jeweiligen Station
zwischengelagert. Taglich wurden ggf. neu gewonnene Proben gesammelt und inner-
halb von < 12 Stunden im Labor der Klinik fir Kinder und Jugendmedizin des Universi-
tatsklinikums Marburg verarbeitet. Hier erfolgte eine Aliquotierung und Zuteilung einer
pseudonymisierten Identifikationsnummer. Anschlie3end wurden die Proben bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C im Gefrierschrank des Labors asserviert.
Trachealaspiratproben wurde bei jedem anfallenden endotrachealen Absaugvorgang

gewonnen und unmittelbar verarbeitet.

3.11.1 Gewinnung des Probenmaterials

Gewinnung der Stuhlproben

Alle Stuhlproben wurden entweder auf der neonatologischen Intensivstation oder auf
einer peripheren neonatologischen Station der Klinik fur Kinder und Jugendmedizin der
Universitatsklinik Marburg gewonnen.

Die Abnahme der Stuhlproben erfolgte aus den Windeln der Studienteilnehmer. Der

erste Stuhl (Mekonium) und darauf folgend einmalig wochentlich wurde Probenmaterial
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gewonnen. Hierzu wurde die Windel vorsichtig gedffnet, um eine weitere Verunreinigung
mit Urin zu verhindern. Ohne Berthrung der Windel wurde mittels Loffel (integriert in den
Deckel des Probenréhrchens) eine geringe Menge an Material entnommen und in ein
entsprechendes Probenréhrchen gefillt und dieses anschlieffend mit beiliegendem
Deckel verschraubt, mit Abnahmezeitpunkt und Patientennamen versehen und bei +4°C
auf der jeweiligen Station verwahrt.

Im Regelfall wirde der Stuhl auRRerhalb dieser Studie verworfen werden. Ausgenommen
sind Patienten, bei welchem aus klinischer Indikation der Stuhl zur weiteren Diagnostik
(z.B. auf pathogene Keime) in die Mikrobiologie und/ oder Virologie des Universitatskli-

nikums Marburg versandt werden wurde.

Tabelle 15: Materialien zur Stuhlprobengewinnung und Verarbeitung

Material Hersteller

Procter & Gamble Germany, Schwalbach im
Taunus
Paul Béttger oHG, Bodenmais

Windel

Stuhlprobenentnahmerdhrchen
Handschuhe Nobamed Paul Danz AG, Wetter

Gewinnung der Urinproben

Wahrend des stationaren Aufenthaltes in der Klinik fir Kinder und Jugendmedizin der
Universitatsklinik Marburg wird routinemaflig von den stationaren Patienten Urin fir die
klinische Chemie gesammelt. Im Rahmen dieser Studie wurde eine zusatzliche Probe
zur Analyse gewonnen.

Aus einem speziellen Urinbeutel fir Sduglinge wurde mittels einer Urinmonovette Urin
gewonnen. Auf diese Monovette wurde eine Entnahmespitze aufgesetzt und gesammel-
tes Probenmaterial aus dem Urinbeutel aspiriert. Die Lagerung und Beschriftung der
Urinmonovette bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte nach Abnahme der
Entnahmespritze analog zur Stuhlprobengewinnung (siehe Gewinnung der Stuhlpro-
ben).

Tabelle 16: Materialien zur Urinprobengewinnung

Material Hersteller
Urinmonovette inkl. Enthahmespitze Sarstedt, Numbrecht, D
Urinbeutel fir Sauglinge Braun, Melsungen, D
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Gewinnung des Trachealsekrets

Alle Trachealsekretproben wurde von endotracheal beatmeten Patienten auf der neona-
tologischen Intensivstation des Universitatsklinikums Marburg gewonnen

(Gewinnung siehe ,SOP endotracheales Absaugen“im Anhang).

Dies erfolgte meist im Rahmen der Erstversorgung. Ein Teil der Proben wurde jedoch
bei langer andauerndem Beatmungsintervall oder re-intubierten Patienten gewonnen.
AnschlieRend wurde die Trachealsekretfalle von dem Absaugsystem geldst, verschlos-
sen und mit Entnahmezeitpunkt sowie Patientennamen versehen und bei +4°C bis zu

Weiterverarbeitung verwahrt.

Abbildung 4. : Gewinnung von Trachealsekret im Rahmen der Erstversorgung

1: Patient

2: Tubus

3: Absaugkatheter
4:Trachealsekretfalle

3.11.2 Verarbeitung des Probenmaterials

Verarbeitung der Stuhlproben

Innerhalb von < 12 Stunden wurden die Proben im Forschungslabor fiir Neonatologie
und padiatrische Immunologie weiterverarbeitet. Hier erfolgte eine Aliquotierung der
Stuhlproben. In ein 2 ml Reaktionsgefal® wurde 0,2 g Stuhl aus dem Stuhlprobenentnah-
merdhrchen abgeflllt. Zu dieser Menge wurden 100 pl physiologische Kochsalzlésung
(NaCl) pipettiert und anschlieRend uUber wenige Sekunden zentrifugiert. Abschlieend
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wurde das Gemisch aus Stuhl und NaCl mittels Vortexen homogenisiert, mit einer pseu-
donymisierten ldentifikationsnummer beschriftet und bei -80°C tiefgefroren. Bei einer
grolReren Menge an Probematerial wurden mehrere ReaktionsgefaRe nach oben ge-

schilderten Verfahren aufgearbeitet.

Verarbeitung der Urinproben
Innerhalb oben genannter Frist wurde in ein 2 ml Reaktionsgefafie 500 ul Urin pipettiert,

pseudonymisiert und bei -80°C gelagert.

Verarbeitung des Trachealsekrets
Aus dem Roéhrchen der Trachealsekretfalle wurde eine Menge von 250 pl in ein Reakti-

onsgefal} pipettiert. Anschlieend pseudonymisiert und bei -80°C gelagert.

3.12 Tierexperimenteller Abschnitt der Arbeit

3.12.1 Amnionproben von Schafen

Die untersuchten Amnionproben der Schafe wurden von einem Kooperationslabor der
Universitat Maastricht (Medizinische Universitdt Maastricht, Abteilung fur P&adiatrie,
Maastricht 6202 AZ, Niederlande, Direktor der padiatrischen Forschung Prof. Dr. B. Kra-
mer) zur Verflgung gestellt.

Alle Tierversuche wurden von der Tierethikkommission der University of Western Aust-
ralia (Referenznummer RA/3/100/312) genehmigt und an der University of Western
Australia (Perth, Australien) durchgefihrt. Diese Studie wurde von den
Ethikkommissionen fiir Tiere des Children's Hospital Medical Center in Cincinnati und
dem Landwirtschaftsministerium von Westaustralien genehmigt.

Die experimentellen Untersuchungen an Merinoschafen wurden in Perth durchgefiihrt
(NIKIFOROQOU et al., 2016).

Ultraschallgesteuert wurden 53 trachtigen Mutterschafen nach Randomisierung einzelne
intraamniotische Injektionen verabreicht. Hierbei handelte es sich um unterschiedliche
Arten von Injektionen. In dieser Studie wurden Amnionproben untersucht, welche Urea-
plasma parvum (UP),Interleukin 1-a (IL-1a) oder Kontrollmedium enthielten.

Die UP-Gruppe, erhielt 2 ml Kochsalzldsung mit Ureaplasma parvum serovar 3 (2x10’
koloniebildende Einheiten) oder ein Kontrollmedium 14 Tage (n = 5), 7 Tage (n = 11)

oder 3 (n = 12) Tage vor operativer Entbindung.
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Die IL1-a Gruppe erhielt rekombinantes Rinder -IL-1ac am 7 (n=7), 3 (n=5) oder 1 (n=7)
Tag vor der Entbindung. Hierbei handelte es sich um eine Applikation von 100 ug IL-1a
(Protein Express, Cincinnati, USA) (siehe Abbildung 5).

Am 124. Gestationstag wurden die Schafe entbunden. Der gewahlte Entbindungstag
entspricht etwa der 28. bis 32. SSW beim Menschen, einer kritischen Phase der Ent-
wicklung. Dieser Zeitpunkte wurden basierend auf friiheren Ergebnissen zur Kinetik von
UP-induzierten Veranderungen in Lunge und Darm und der schnellen Reaktion auf re-
kombinantes IL-1a. gewahlt (COLLINS et al., 2010).

Eine Probe Amnionflissigkeit wurde jeweils wahrend der chirurgischen Entbindung steril
entnommen, schockgefroren und bis zu Analyse bei -80°C gelagert. Ureaplasmen konn-
ten zu 100 % kulturell aus Amnionflissigkeiten gewonnen und detektiert werden. In der
Amnionflissigkeiten mit Kontrollmedium gelang kein kultureller, mikrobiologischer Nach-
weis (ROBINSON et al., 2013).

Die CA wurde durch histologische Analyse bei allen Mutterschafen mit UP- und IL-1a-
Injektionen bestatigt (WOLFS et al., 2011)

v

w 122 d GA

1
Intraamnionale 121 d GA

Injektionen ¢

I
117 d GA

\4 Ureaplasma
Vv  Ureaplasma Medium

W Interleukin 1 w

w 121 d GA

w 117 d GA

110d GA Entbindung 124 d GA

ll7 dll ll3 d” Il1 d”

Abbildung 5: Studiendesign der Amnionproben

Eine vorgeburtliche Innflamationsreaktion wurde durch einzelne intraamniotische Injektionen induziert. Der Entbindungs-
termin wurde am Tag 124 gewahlt.
(d= Tag; GA= Gestationsalter)
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3.12.2 Behandlungsprotokoll

Fir die Auswertung erfolgte eine Einteilung der Amnionproben in unterschiedliche
Gruppen, abhangig von der Art und Zeitpunkt der Behandlung. Es wurden Proben un-
terschiedlicher Jahre analysiert. Hierbei kamen Proben aus den Jahren 2008 und 2010
zur Anwendung.

Schafe mit intraamniotischer Injektion von UP bildeten Gruppe 1.

Gruppe 2 wurde gebildet aus Merinoschafen, deren Amnionhohle mittels
Lipopolysacchariden von Escherichia coli (055:B5, Sigma Aldrich, USA, St Louis,
Missouri) beimpft wurde.

Schafe welche IL-1a ausgesetzt waren, bildeten Gruppe 3 (s. Tabelle 16).

Alle Schafe wurden vorzeitig (Gestationstag 124) operativ entbunden. Die physiologi-
sche Tragedauer betragt 148 + 2 Tage.

Gruppe 2 wurden nur durch die eNose analysiert. Dies war der geringen Fallzahl von

Endotoxinproben geschuldet.

Tabelle 17: Ubersicht der Protokolle

Gruppe 1 Ureaplasma parvum
Gruppe 2 Endotoxin (LPS)
Gruppe 3 IL-1a

3.12.3 Allgemeines Prinzip der eNose

Eine eNose stellt ein handliches, technisches System zur Messung volatiler organischer
Verbindungen dar. VOCs sind ein Uberbegriff fir fliichtige, schon bei niedrigen Tempe-
raturen (z.B. Raumtemperatur) vorkommende, organische (d.h. kohlenstoffhaltige) Ver-
bindungen in Gasform.

Elektronische Nasen imitieren das menschliche Geruchsorgan und wandeln chemische
Signale in elektronische um.

Ein wichtiger Schritt in der Entwicklung elektronischer Nasen war die Entdeckung und
Entwicklung von geeignetem Material, welches eine gewisse Empfindlichkeit gegenuber
Chemikalien aufwies. Im Jahr 1950 wurden erste Studien tber die Messung und Veran-
derung von Oberflachenspannungen nach Bindung von fllichtigen organischen Substan-
zen durchgefihrt (PEARCE, 1997). Es gibt unzahlig verschiedene Sensoren. Allen ge-
meinsam ist jedoch, dass jeder Sensor unspezifisch ist und erst die Summe aller Sen-
soren zusammen, ermdglicht die Identifizierung von Stoffen bzw. VOC, ohne jedoch An-

gaben zu ihrer spezifischen Zusammensetzung leisten zu kdnnen (SAKTIAWATI et al.,
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2019). Prinzipiell kbnnen die Sensoren ausgetauscht und an das Probenmaterial ange-
passt werden. Dies ist Vorteilhaft, um komplexe Stoffen erfolgreich zu analysieren
(KERMANI et al., 1999; MACHADO et al., 2005).

Theoretisch besteht eine eNose aus drei Komponenten: Ein System zur Aufnahme des
Probenmaterials, einem Detektionssystem und einem System zur Datenspeicherung
und -analyse. Jeder Sensor ist mit unterschiedlichen Polymerstrukturen bedeckt.
Gasférmige Molekile werden vom (fur diese fliichtige Verbindung sensiblen) Polymer
reversibel absorbiert. Durch unterschiedliche Affinitdten der Polymere zu den organi-
schen Verbindungen kommt es zu einer Anderung der elektrischen Leitfahigkeit, worauf-
hin komplexe Signalspektren der Sensoren resultiert. Diese Ausgangsdaten werden mit
Hilfe mathematischer Algorithmen reduziert. Durch jeden dieser 32 Sensoren ergeben
sich Zahlen zwischen null und eins. Folglich setzt sich ein smellprint aus 32 Zahlenwer-
ten zusammen. Durch das Verhaltnis und die Verteilung der verschiedenen Signalstar-
ken untereinander ergeben sich verschiedene Muster. Diese Muster sind fiir jede Probe
individuell und entsprechen digitalen Fingerabdriicken von Gerlichen (smellprints)
(BOOTS et al., 2012) (siehe Abbildung 6).

Durch Musteridentifikation (pattern recognition) mittels mathematischer Algorithmen
kann die eNose charakteristische (bisher unbekannte) smellprints erkennen, ahnlich wie
das menschliche Gehirn Geriche wiedererkennen kann (PERSAUD, DODD, 1982;
THALER, HANSON, 2005). Hierdurch ist auch ein ,Lernen“ der eNose mdglich
(FARRAIA et al., 2019). Wenn neue, unbekannte VOCs auf die eNose treffen, werden
diese mit ihrer Datenbank verglichen und eine Zuordnung erméglicht. Umso mehr Pro-

ben die eNose analysieren kann, desto grof3er ist ihr Lerneffekt und die Treffsicherheit

wird erhoht.

.;.

....- # I I I I # m - Smellprint
1 2 3 4 5

Abbildung 6: Funktionsweise einer eNose

1: Aufnahme der gasférmigen Molekdle

2: Absorption und Bindung der Molekile am Polymer-Matrix
3: Anderung der Leitfahigkeit von Sensoren

4: Entstehen komplexer Signalspektren

5: Erstellung eines Smellprints
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3.13 Grundlagen der lonenmobilitdsspektrometrie

3.13.1 Allgemeines Prinzip

Grundgedanke der IMS basiert auf der Tatsache, dass sich lonen im elektrischen Feld
gegen die Stromung eines Gases bewegen (driften). Dieser Drift ist anhangig von Masse
und Struktur eines lons. Dies ermdgliche eine Analyseverfahren zur Detektion chemi-
scher Substanzen in Gasgemischen (ZHANG et al., 2021).

Die IMS-Technologie wurde um 1970 entwickelt und diente vor allem dem Militar zur
Detektion von giftigen oder explosiven Substanzen (BAUMBACH, EICEMAN, 1999).
Prinzipiell setzt sich ein IMS aus folgenden drei Komponenten zusammen: lonisations-

raum, Driftraum und Detektor.

lonisationsraum » Driftraum » Detektor

@

Computer

Abbildung 7: Skizze IMS

Ein gasférmiger Analyt wird innerhalb des lonisationsraumes ionisiert und anschlief3end
in einen Driftraum Gberfihrt. Innerhalb diese Raumes liegt ein elektrisches Feld an, in-
dem sich die lonen in Richtung Detektor bewegen. Dieser Bewegung entgegen stromt
ein Driftgas, welches fur Kollision der Molekule sorgt und die im Driftrauf befindlichen
Molekule verlangsamt. Aufgrund der unterschiedlichen Struktur und Masse erreichen die
lonen unterschiedliche Driftgeschwindigkeiten und treffen zu unterschiedlichen Zeiten
auf den Detektor, welcher die lonenmobilitat ermittelt. Nach Absorption im Detektor ent-
stehen Spannungen. Durch eine Software werden die auftreffenden Stoffe in elektro-
nisch Signale transferiert, weiterverarbeitet und kénnen graphisch als lonenmobilitats-

spektrogramm abgebildet werden.
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3.13.2 Funktion und Komponenten

Ein IMS besteht aus einer Messrohre, welche durch ein Einlassgitter in zwei Raume
getrennt ist: Einen Reaktionsraum und den Driftraum.

Uber diese beiden hinweg ist eine elektrische Spannung angelegt. Durch die eine An-
ordnung von Driftringen wird ein mdglichst homogenes eklektisches Feld erzeugt. Zu
einer der Hauptkomponenten eines IMS gehdrt der Reaktionsraum. Dieser stellt den
ersten Sektor dar, besteht aus einer lonisationsquelle ist durch ein Einlassgitter vom
Driftraum abgetrennt.

Im Reaktionsraum werden die zu analysierenden Molekule durch eine lonisationsquelle
ionisiert. Bei diesem lonisationsvorgang entstehen positive und negativ geladenen
lonen. Von Relevanz fiir die Messung sind primar die positiv geladenen lonen.
lonisierte Molekile des Tragergases werden als Reaktionsionen bezeichnet und reagie-
ren mit umgebenden Molekilen zu Produktionen. Hierbei entstehen hauptsachlich Mo-
nomere (Reaktionsion reagiert mit einem Molekil des Analyts). Es besteht jedoch die
Méglichkeit, dass sich Dimer bilden kénnen. Dies ist bei sehr hohen Stoffkonzentrationen
mdglich. Diese Dimere kdnnen im Rahmen der Messung als ,Nebenpeaks® kenntlich
werden.

lonen des Tragergases werden Reaktand-lonen genannt. Sie kommen in jedem Gasge-
misch vor und erzeugen somit in jedem Spektrum einen sogenannten Reaktand-lonen-
Peak (RIP).

In dieser Studie wurde als lonisationsquelle ein R-Strahler mit %Nickel-Strahlenquelle
verwendet.

Nach erfolgter lonisation gelangen die ionisierten Molekiile in den Driftraum.

Das nun ionisierte Analyt ist von dem folgenden Driftraum durch ein Einlassgitter ge-
trennt, welches periodisch gedffnet und geschlossen werden kann. Beispielsweise alle
100 ms kommt es zu einer Offnung fiir einen Zeitraum von etwa 0.3 ms. Somit kann der
Einlass der ionisierten Substanzen reguliert werden.

Bei Offnung kommt es zu einem schwarmartigen Einstrom in den Driftraum, bis sich das
Gitter durch ein aufgebautes elektrisches Feld erneut verschlief3t. In diesem liegt ein
elektrisches Feld mit einer Starke von = 300 V/cm vor.

Angetrieben durch ein angelegtes eklektisches Feld gelangt der Analyt in Richtung De-
tektor und wird durch ein Gas ,gezogen®. Der Minuspol befindet sich hinter dem Detek-
tor.

Der Driftraum ist mit Dirftgas gefillt. Nach Beschleunigung wird eine konstante Ge-
schwindigkeit (ca. 10m/s) im elektrischen Feld erreicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde synthetische Luft (N2+O2 Synthetische Luft Scientific;

Air Liquid, Disseldorf, Deutschland) als Driftgas verwendet.
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Dieses Drifgas besitze eine Reinheit von >99,99 mol %, setzt sich aus Stickstoff (75,0
%) und Sauerstoff (20,5 %) zusammen, um eine potentielle Verunreinigung durch das
zugefluhrte Tragergas zu verhindern.

Die Wanderung der lonen entlang einer definierten Wegstrecke (aufgrund des elektri-
schen Feldes) erfolgt gegen die Stromungsrichtung eines Driftgases. Abhangig von ihrer
Form, Masse und chemischen Eigenschaften kommt es permanent zu mehr oder
weniger Kollisionen mit den neutralen, entgegenstromenden Driftgasmolekulen und es
folgte so eine Separation des lonengemischs.

Die entstehenden Reibungskrafte sind bei gréReren Molekilen starker, so dass sich klei-
nere Molekule mit héherer Geschwindigkeit bewegen kénnen. Durch Kollision nehmen
die lonen Energie auf und geben diese bei erneutem Zusammensto3 wieder ab. Durch
entstehenden Kollisionen erreichen die lonen unterschiedliche, fur sie typische Driftge-
schwindigkeiten.

Eine sogenannte Faraday-Platte diente als Elektrode und Detektor. Die hier
auftreffenden lonen werden detektiert, transferieren ihre Ladung und erzeugen ein
Signal, welches durch einen Strom- Spannungswander verstarkt wird.

Die gemessene Spannung korreliert mit der Menge der auftreffenden identischen
Analyte und kann gegen die Driftzeiten aufgetragen werden. Hierdurch erhalt man ein
zweidimensionales IMS-Spektrum (s. Abbildung 7).

Dieser ganze Vorgang dauert ungefahr 50 ms.

Die mittlere Geschwindigkeit wird als lonenmobilitat bezeichnet. Je langer die Driftzeit

ist, desto hoher ist auch das Molekulargewicht des Analyt-lons.
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Abbildung 8: Skizze IMS, modifiziert nach B&S Analytik, (Schumann, 2001)
Die zu untersuchende Probe wird ionisiert und gelangt in den Driftraum. Durch die lonisierung bewegt sich die Probe
entlang eines elektrischen Feldes gegen das Gas im Driftraum. Durch Abbremsung und Kollision treffen die Proben je

nach GréRe der lonen zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf den Detektor. Die hierdurch entstehende Spannung wird
durch eine Software verarbeitet und als lonenmobilitatsspektrogramm graphisch dargestellit.

In folgender Tabelle ist eine Zusammenfassung der Betriebsparameter des verwendeten
MCC-IMS gelistet.

Tabelle 18: Betriebsparameter MCC-IMS

Parameter Einstellung
Elektrische Feldstérke 300 —
lonisationsquelle R-Strahler ( ®3*Nickel)
Driftstrecke 12 cm
Druck Umgebungsdruck
Driftgasfluss 1002
min
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3.14Versuchsdurchfiihrung zur Analyse der volatilen organi-

schen compounds von Amnionproben

Einerseits wurden Amnionproben der Merinoschafe mittels eNose untersucht, ander-
seits (im einem zweiten Schritt) mittels IMS analysiert.

3.14.1 Versuchsdurchfiihrung zur Analyse der Smellprints

3.14.2 Analyse der Proben mittels eNose

Nach Erwarmung der Probe auf +37°C wurden die volatilen organischen Verbindungen
des jeweiligen Biomaterials mittels eNose analysiert. Dazu wurde ein Probengas-Samp-
ler der eNose in das Reagiergefaly gefiihrt, ohne den Rand oder das Probenmaterial zu
bertGhren. Ein bereits auf der eNose hinterlegtes Programm wurde gestartet und die je-
weiligen VOCs der Proben aspiriert. Wahrend dieses Vorgangs wurde Uber 60 sec. hin-
weg ein definiertes Gasvolumen angesaugt, Uber die verbauten Sensoren der eNose
geflhrt und ein entsprechender Smellprint erstellt und digital gespeichert.

Nach jeder absolvierten Analyse folgte ein ,Spulvorgang” der eNose Uber eine ange-
schlossene Verbindung mittels Druckluft nach DIN 12021.

Innerhalb eines kurzen Zeitintervalls wurden die Bioproben gemessen und die aul3eren
Bedingungen so konstant wie moglich gehalten.

Hierdurch sollten moégliche Artefakte unterbunden werden, um homogene Messungen

zu ermoglichen.

Abbildung 9: eNose Versuchsaufbau
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1: Probenmaterial

2: Probengassampler der eNose

3: eNose

4: Druckluft,

5: Laptop

6: zufihrender Luftschlauch zur ,Spilung® der eNose

In folgender Tabelle sind die bendtigten Materialen und Software zur Probenanalyse der

eNose gelistet.

Tabelle 19: Materialien und Software fiir die eNose

Material Hersteller
Cyranose 320™ Smiths Detection Group Ltd., Watford, UK
Cyrano Sciences Inc. Smiths Detection, Watford,
PC Nose 6.9
UK
Reagiergefal® 2 ml Sarstedt, Nimbrecht, D
Druckluft DIN 12021 Linde, Pullach, D
AccuBlock ™ digital drybath Labnet Int., Woodbridge, USA

3.14.3 Versuchsdurchfiihrung zur Analyse der VOC der Amnionproben

Alle Messungen wurden unter Berlicksichtigung der SOP bei gleichbleibenden und stan-
dardisierten Bedingungen durchgefihrt.

Analyse der VOCs wurden mittels Multikapillarsaulen-lonenmobilitatssektrometers
(MCC-IMS) durchgefuhrt.

Eine isotherme Vortrennung wurde bei 40°C mit einer OV-5-Multikapillarsaule bei einem
Fluss von 150 ml/min durchgefiihrt. Wahrend der Probenaufnahme wurde der Diriftflusss
auf 100 ml/min eingestellt und die lonen im positiven Modus erfasst. Die Sammelzeit
betrug 20 Sekunden. Die Messungen erfolgten unter Umgebungsdruck.

Als Probenbehalter diente eine auf 37°C erhitzte Laborflasche (100 ml).

Ein Temperierbecken wurde mittels Umwalzthermostat auf +37°C erhitzt und das Errei-
chen dieser Zieltemperatur mittels Thermometer verifiziert.

Zur Versuchsdurchfliihrung wurde ein geschlossenes System erstellt. Ein Messschlauch
und ein Gasschlauch wurden mit dem Deckelventil konnektiert und mit dem Probenein-
gang des MCC-IMS-Gerats verbunden. Beide Flaschen waren mit synthetischer Luft als
Tragergas geflutet. Uber einen externen Druckminderer erfolgte eine Flusssteuerung der

zufihrenden Luft.
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Die Amnionproben wurden bei +4°C im Kuhlschrank tber eine fest definierte Zeit aufge-
taut. 500 ul einer Amnionprobe wurden in die Laborflasche pipettiert und mittels Deckel-
ventil verschlossen. Fir jede Probe wurde eine neu, zuvor autoklavierte Laborflasche
verwendet.

Ebenfalls erfolgte eine ,Leermessung“ der Laborflasche mit synthetischer Luft zum Aus-
schluss von Artefakten und Kontaminationen im Analyseraum vor der endgultigen Pro-
benmessung. Nach Probenmessung erfolgte ein Vorgang zur Spilung des Systems. Im
Anschluss konnte eine neue Probenmessung erfolgen.

Die Steuerung des MMC-IMS erfolgte Uber einen angeschlossenen Laptop. Zur Pro-
benanalyse wurde ein Softwareprogramm zur Datenvisualisierung und —auswertung ge-
startet, VOCs der Probe angesaugt und analysiert.

Nach Abschluss der Messreihe wurden die Messdaten selektiert und elektronisch ver-
packt. Der Datensatz wurde zur externen Auswertung an Prof. Dr. J. |. Baumbach (Hoch-

schule Reutlingen) verschickt.

S (COMIRY S ] 200 e s S————

BreathDiscovery __

m 2

Analytik

Abbildung 10: Frontansicht des MCC-IMS vom Typ ,,Breath Discovery“, Versuchsaufbau und
Messanordung

1: Laptop zur Datenaufnahme
2: MMC-IMS
3: Wasserbad mit Proben, Verbindungsschlauchen und Thermostat

In dieser Arbeit wurde ein MCC-IMS vom Typ ,Breath Discovery“ (B&S Analytik)
Verwendet. Die zur IMS-Messung bendtigten Materialien in folgender Tabelle gelistet.

Tabelle 20: Materialien IMS-Messungen

Material Hersteller
MCC-IMS BS-Analytik, Dortmund
Laptop Dell, Round Rock USA
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PC-Software Packet (VOCan, VisualNow) BS-Analytik, Dortmund
Umwalzthermostat mit Temperierbecken JULABO, Seelbach
GL 45 Laborflasche,100ml DURAN, Wertheim
Schraubverschluss GL 45 mit zwei Ports DURAN, Wertheim
synthetischer Luft AirLiquid, Dusseldorf
Pipette, 500 pl + Spitzen Eppendorf, Hamburg
Aqua destillata Braun, Melsungen
Gasdichte Leitungen Bola, Griinsfeld
Reagiergefal® 2 ml Eppendorf, Nimbrecht

3.14.4 Vorseparation mittels Multikapillarsdulen

Die alleinige Analyse komplexer Gasgemische mit der IMS kann Schwierigkeiten berei-
ten, wenn lonen mit sehr dhnlichen Driftzeiten vorhanden sind und dies zu Uberlagerun-
gen der Signale flihren konnte. Eine sichere Identifizierung ware in diesem Fall nicht
mehr moglich.

Um trotzdem aussagekraftige Ergebnisse zu erzielen, bedient man sich der Vorsepara-
tion mittels Multikapillarsaulen (multicapillary column, MCC).

Gewunscht ist z.T. die Analyse kleinster Teilmengen. Nur wenn auch diese Biomarker
identifiziert werden kdnnen, ist evitl. ein Rickschluss auf Krankheiten oder auslésende
Schlisselsubstanzen moéglich (BUSZEWSKI et al., 2007; SZYMANSKA et al., 2016).
Die verwendete Multikapillarsaule MCC-OV5 setzt sich aus ca. 1000 Kapillaren mit ei-
nem Durchmesser von jeweils 40 um zusammen. Dies ergibt einen Durchmesser von 3
mm und ermdglichen einen hohen Probendurchfluss und zeitgleich eine schnelle Tren-
nung.

Der flir MCC optimale Durchfluss von bis zu 150 ml/s einspricht dem in der IMS Ublicher-
weise verwendeten Tragerfluss.

Die Innenwande der Kapillaren sind mit einer sogenannten ,stationdren Phase® ausge-
kleidet. Diese konnen aus unterschiedlichen Materialien bestehen,

meistens aus einem Silikonpolymer. Die MCC werden beheizt und arbeitet im Tempera-
turbereich von 30°C oder 40°C.

Komponenten der Analyten mit hoher Affinitat binden leichter an diese Phase und bend-
tigen mehr Zeit beim Durchstromen der Kapillare, als andere.

Dies fuhrt zu unterschiedlich langen Verweildauern. Die Lange der Verweildauer ist von
der chemischen Beschaffenheit der Molekiile abhangig. Molekiile, welche sich durch die

MCC bewegen, wechseln standig zwischen der mobilen und stationaren Phase.
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Durch diese differenten Retentionszeiten gelingt die gewtinschte Vortrennung.

Mittels MCC vorgetrennte Substanzen kdnnen im Anschluss ohne Verzoégerung ins IMS
uberfuhrt werden.

Durch diese Vorseparation der Proben wird letztendlich eine Reduzierung der Komple-
xitat des Messsignals erreicht und auch kleinste Schlisselsubstanzen kénnen identifi-
ziert werden (MADDULA et al., 2009).

In dieser Arbeit kam die MCC-IMS Technik zum Einsatz. Sie kombiniert diese zwei Tech-
nologien und wurde besonders flir medizinische Zwecke entwickelt. Eine komplette
MCC-IMS Messung dauert 10 Minuten (HAUSCHILD et al., 2013).

1 2 3 4

Abbildung 11: Versuchsaufbau MCC-IMS

Vortrennung der Probe mittels Multikapillarséaulen und Uberfiihrung in das lonenmobilitdsspektrometer mit anschlieRen-
der graphischer Darstellung

1: Probenmaterial/ Analyt
2: Multikapillarsaule (MCC)

3: lonenmobilitdsspektrometer (IMS)
4: lonenmobilitdsspektrum

3.15 Statistik

3.15.1 Statistische Auswertung der Smellprints der eNose

Ziel der Auswertung von multiplen Messdaten der eNose ist eine Reduktion des ausge-
worfenen Datensatzes (der komplexen Signalspektren) in einige wenige, virtuelle dar-
stellbare Variablen oder Dimension zu beschranken. Die Datensatze der Messungen
wurden mittels linearer Diskriminazanalyse (LDA) statistisch ausgewertet.

Die LDA stellt eine Methode der Statistik dar, mittels derer zwischen zwei oder multiplen
Stichprobengruppen differenziert werden kann. Dabei weisen die zu untersuchenden
Gruppen z.T. mehrere Variable auf. Folglich gelingt somit eine adaquate Darstellung von
Merkmalen durch Raumtransformation und dient als Diskriminanzfunktion.

Die in dieser Arbeit verwendeten Mahalanobis-Distanz (MD), dient als Distanzmal} zwi-
schen Punkten im mehrdimensionalen Vektorraum

Eine Mahalanobis-Distanz groRer als 1,96 (zwischen zwei Gruppen) wurde als signifi-

kant angesehen (Konfidenzintervall > 95 %, P<0,05).
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Zusatzlich wurde eine Kreuzvalidierung zur Vorhersagegenauigkeit durchgefiihrt. Hierzu
wurde der Kreuzvalidierungswert (CVV) mittels k-facher Kreuzvalidierung berechnet (k
= Produkt der Gruppengrofie). Der CVV zeigt die Wahrscheinlichkeit (in %) an, dass ein
neuer hinzugeflugter Punkt in das richtige Cluster zugeteilt wird. Mittels den Programmen
R 3.0.2 (Prozess und Statistik, Dormagen, Deutschland), Notepad++, GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) wurden die Analysen durchgefiihrt.

3.15.2 Statistische Auswertung der IMS-Ergebnisse von Amnionproben

Die statistische Auswertung der MCC-IMS Datensatze wurde mit der Software Visual
Now-Software 2.5 (B & S Analytik, Dortmund Deutschland) durchgefihrt.

Alle Peaks waren durch ihre spezifische Kombination aus Driftzeiten und Retentionszei-
ten gekennzeichnet.

Um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu identifizieren wurde der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test unter Verwendung der Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt.
Graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte durch Box-and-Whisker-Polts, Entschei-
dungsbaumen und Vierfeldertafeln.

In Kooperation mit Prof. Dr. Baumbach (Hochschule Reutlingen & BS-Analytik) erfolgte
die Auswertung der durch MCC-IMS erfassten Datensatze.

3.15.3 Box-and-Whisker-Plots

Ein Box-and-Whisker—Plot (synonym Boxplot) ist eine Mdglichkeit der graphischen Dar-
stellung um Lage, Tendenz, Streuung oder potenzielle Ausreier darstellen zu kénnen.
Begrenzt wird die Box (Rechteck) einerseits von 0,25 Quartil, andererseits vom 0,75
Quartil (auch Interquartilsabstand genannt). Innerhalb dieses Interquartilsabstand befin-
den sich die mittleren 50 % der Daten. Der Median wird durch eine horizontale Linie
dargestellt. Verlangert wird die Box durch Whisker (vertikale Linien nach unten und
oben), welche aulRerhalb der Box liegende Werte darstellt (ohne Ausreil3er). AulRerhalb
der Whisker liegende Werte werden Ausrei3er genannt. Die Whisker sind maximal 1,5
mal so lang wie die Box.

Ein Boxplot erméglicht einen schnellen Uberblick Gber die Verteilung von Werten. Folg-
lich gibt die Box an, in welchem Bereich 50 % der Daten liegen. Mit Hilfe der Whisker
wird deutlich, in welchem Bereich ein Grolteil der Werte verteilt liegen und wie Ausreil3er

verteilt sind.
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Abbildung 12: Box and-Whisker-Plot

3.15.4 Heatmap

Eine Heatmap ermdglicht eine graphische Darstellung der Signale fur MCC-IMS-
Messungen in Form eines zweidimensionalen Koordinationssystems. Die Darstellung
der Signalintensitaten erfolgte als farbliche Kodierung. Hierzu wurde die Software
.VisualNow" verwendet. Software gestitzt, besteht die Mdglichkeit, Rohmessungen als
Heatmap abzubilden, Filter anzuwenden oder Peak-Positionen manuell zu markieren
und darzustellen.

Auf der x-Ache werden Driftzeiten im ms, auf der y-Achse die Retentionszeiten in sec.
dargestellt. In einem solchen MMC-IMS-Chromatogramm ist die Identifizierung einzelner
Peaks maoglich.

In dieser Arbeit wurde folgende farbliche Klassifizierung der Signalintensitaten gewahlt:

weild (niedrigste) < blau < lila < gelb (h6chste).

3.15.5 Entscheidungsbaum

Entscheidungsbdume bezeichnen ein Diagramm, mit dem mehrstufige Entscheidungs-
prozesse graphisch abgebildet werden kénnen. Einzelnen Asten kénnen Werte zuge-
ordnet werden, welche die Wahrscheinlichkeit bestimmter Ereignisse angeben. Dies
Verfahren wird Ublicherweise verwendet, um ,Data Mining“ durchzufiihren. Dies ist ein
Modell, welches auf der Basis von verfligbaren Daten (Eingangsvariablen), eine Voraus-

sage uber neue Daten (Zielvariablen) ermdglichen kann.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der eNose an humanen Biomaterial

4.1.1 Patientenkollektiv des Biomaterials von Friihgeborenen

Wahrend der Studienphase wurden bei 27 Patienten tGber 500 Proben gewonnen und
analysiert. 456 Proben gingen nach Abzug von doppelten Probenmaterial und Aus-
schluss der Speichelproben in die Auswertung ein. Die Gewinnung und Analyse von
Speichelproben wurde aufgrund von Schwierigkeiten bei Abnahme und Probenaufberei-
tung nach wenigen Wochen eingestellt, nicht analysiert und aus der Studie ausgeschlos-
sen.

Das Probenmaterial setze sich zusammen aus 201 Stuhlproben, 198 Urinproben, 25

Trachealsekretproben und 32 Speichelproben.

Probenmaterial

250
200
150
100

50

Stuhl Urin Trachealsekret Speichel

Abbildung 13: Zusammensetzung und Anzahl der Bioproben

4.1.2 Mehrfachentnahmen von Probenmaterial

In 55 Fallen wurden wahrend des stationaren Verlaufs (aufgrund von grof3er Menge an
anfallendem Biomaterial) mehrere Proben gewonnen. Diese wurden ebenfalls analy-

siert, gingen jedoch nicht in die Auswertung ein.

4.1.3 Geschlechterverteilung

Die 27 Patienten setzten sich aus 12 weiblichen und 15 mannlichen Studienteilnehmern

Zusammen.
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Abbildung 14: Geschlechtsverteilung der Patienten

4.1.4 Mehrlingsschwangerschaften

Im Patientenkollektiv kamen funf Mehrlingsschwangerschaften vor. Diese bestanden
aus sechs weiblichen und vier mannlichen Patienten. In drei Fallen gab es gleichge-
schlechtige Zwillingsschwangerschaften, in zwei Fallen waren beide Geschlechter ver-

treten.

4.1.5 Gruppierung nach Reife

Zur besseren Ubersicht erfolgte eine Einteilung der Patienten anhand des Gestationsal-

ters in Schwangerschaftswochen:

Reifegruppierung in SSW
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Abbildung 15: Reifegruppierung (Anzahl) in Schwangerschaftswochen
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4.1.6 Gruppierung nach Geburtsgewicht

Die Spannweite des Geburtsgewichts reichte von 440 g bis 1815 g. 18 Patienten konnten
in die Gruppe sehr untergewichtiger Frihgeborene (VLBW), acht in die Gruppe extrem
untergewichtiger Frihgeborener (ELBW) zugeordnet werden, wobei zwei Studienteil-
nehmer ein Geburtsgewicht von unter 500 g hatten (Micropreemie). Ein Patient erreichte

als Akzeptor im Rahmen eines fetofetalen Transfusionssyndroms ein Geburtsgewicht

von 1815 g.
Geburtsgewicht
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Abbildung 16: Geburtsgewicht der eingeschlossenen Patienten

4.1.7 Auswertung der Trachealsekretproben durch die eNose

Insgesamt wurden 25 Trachealsekretproben analysiert. Diese entstammten von 12
Patienten. Bei 6 Patienten erfolgte die Abnahme und Analyse von mehreren Proben. 14
der 25 Proben (56 % mit Infektion vs. 44 % ohne Infektion) wurden nach Anwendung
des Infektionsscores als infektios gewertet. Die Proben zeigten eine MD von 1,218 und
eine CVV von 48,21 %.
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Abbildung 17: Grafische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse von Smellspints der
Trachealsekretproben

Inf+ Infektion bestatigt
Inf - keine nachgewiesene Infektion

Tabelle 21: MD und CVV der Trachealsekretproben

Inf+
MD: 1,218
CVV: 48,21 %

Inf-

4.1.8 Auswertung der Stuhlproben durch die eNose

Von 27 Patienten entstammten 201 Stuhlproben. 19 dieser Proben wurden als infektios
klassifiziert (9 % mit Infektion vs. 91 % ohne Infektion). Es zeigte sich eine MD von 0,698
und die CVV lag bei 49,19 %.
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der Smellspints von Stuhl-
proben

Inf+ Infektion nachgewiesen
Inf - keine nachgewiesene Infektion

Tabelle 22: M) und CVV der Stuhlproben

Inf+
MD: 0,698
CVV: 49,19 %

Inf-

4.1.9 Auswertung der Urinproben durch die eNose

23 von 198 Urinproben bestatigten eine Infektion (12 % mit Infektion vs. 88 % ohne
Infektion). Dieses Probenmaterial entstammte von 27 Studienteilnehmern. Diese Proben
erbrachte eine MD von 1,638 und die CVV lag bei 58,05 %.
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Abbildung 19: Grafische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse von Smellspints der Urin-
proben

Inf+ Infektion nachgewiesen
Inf - keine Infektion nachgewiesen

Tabelle 23: MD und CVV der Urinproben

Inf+
MD: 1,638
CVV: 58,05 %

Inf-

4.1.10 Probenkollektiv der Amnionproben von Schafen

Es wurden insgesamt 193 Proben mittels eNose analysiert. Von diesen Proben wurden

in dieser Arbeit zusatzlich 62 Amnionproben durch MCC-IMS nachuntersucht.

4.1.11 Ergebnisse der Messungen mittels eNose

4.1.12 Gruppe 1 (Ureaplasma parvum)

Smellprints von Amnionproben unterschieden sich im Verlauf nach Induzierung einer
Infektion mittels Ureaplasmen.

Tag 3 konnte von Tag 7 und 14 differenziert werden. CVV > 50 % und MD > 1.96), aber
Tag 7 und 14 unterschieden sich nicht. MD > 1.96, CVV von 45,83 %.
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Abbildung 20: Diskriminanzanalyse der Smellspints der Gruppe 1

Unterscheidung der Ureaplasmen-Proben nach Tagen (3,7 und 14)

Tabelle 24: MD und CV, Protokoll 1 (UP)

7 Tage UP 14 Tage UP
MD: 2,120 MD: 3,193
3 Tage UP
CVV: 61,46 % CVV: 66,67 %
MD: 3,050
7 Tage UP
CVV: 45,83 %

4.1.13 Gruppe 3 (IL-1a)

IL1-a behandelte Amnionflissigkeiten zeigten folgende Messungen.

Die Differenzierung uber die Tage erbrachte eine MD von < 1.96, bei einer CVV von >
53 %.
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Abbildung 21: Diskriminanzanaylse der Smellprints Gruppe 3

Unterscheidung der IL-1-Proben nach Tagen (1,3 und 7)

Tabelle 25: MD und CVV, Protokoll 5 (IL-1a)

3 Tage IL-1a 7 Tage IL-1a
MD: 1,944 MD: 1,521
24 Stunden IL-1a
CVV: 62,23 % CVV: 53,30 %
MD: 1,662
3 Tage IL-1a
CVV: 71,43 %

4.1.14 Vergleich Gruppen 1, 2 und 3

Der Vergleich der Amnionflussigkeiten mit Ureaplasmen, Endotoxin und IL-1a zeigte,
dass Amnionflissigkeit durch Ureaplasmen Instillationen von IL-1a Proben differenziert
wurden (MD von 2.039, CVV von 87,18 %).
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Abbildung 22: Diskriminanzanalyse der Smellprints Gruppe 1,2 und 3

Protokoll 1,2 und 3, Proben aus 2008 und 2010

Tabelle 26: MD und CVV der Gruppen 1, 2 und 3

upP LPS
L1 MD: 2.039 MD: 1,169
CVV: 87,18 % CVV: 62,47 %
MD: 1,851
upP
CVV: 76,35 %

4.1.15 Vergleich Gruppen 1, 2 und 3

Die Untersuchung von Probenmaterial aus Gruppe 1, 2 und 3 zeigte, dass sich die un-
terschiedlich behandelten Amnionproben mit UP, Endotoxinen oder IL unterscheiden
lassen. Jedoch war die CVV sowohl zwischen den Amnionflissigkeiten mit UP und En-
dotoxinen, als auch zwischen IL-1a und Endotoxin-Proben mit ~ 50 % niedrig. Dies war
wahrscheinlich der geringen Fallzahl von Endotoxinproben geschuldet. Die Proben mit
UP und IL-1 konnten mit einer CVV von 76,32 % differenziert werden.
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Abbildung 23: Diskriminanzanalyse der Smellprints Gruppe 1, 2 und 3

Protokoll 1,2 und 3 (Proben aus 2008)

Tabelle 27: MD und CVV der Gruppen 1, 2, 3

o uP
endotoxin
* IL-1

Endotoxin IL-1
MD: 3,412 MD: 1,996

o CVV: 49,17 % CVV: 76,32 %
Endotoxin MD: 3,288

CVV: 50,00 %

4.2 IMS Vergleich

4.2.1 Ergebnisse der Messungen mittels lonenmobilitdtsspektrometrie

Durch MCC-IMS wurden 62 Proben nach Vormessung durch die eNose analysiert. Die
Proben setzten sich aus UP, IL-1a behandelten Amnionflussigkeiten (intraamnionische

Instillation) von Schafen und Kontrollmedium zusammen. Endotoxin Proben wurden

nicht mittels MCC-IMS analysiert.

Es konnten in jeder einzelnen Probe eine Vielzahl an volatilen organischen Komponen-

ten identifiziert werden. Insgesamt konnten 127 verschiedene VOC Signal (Peaks) in der

AmnionflUssigkeit identifiziert werden.
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Alle gefundenen Peaks wurden durch ihre Lage mit Driftzeiten, Retentionszeiten sowie
ihre Konzentration mit der Software Visual Now 2.2. (B&S Analytik, Dortmund, Deutsch-
land) charakterisiert. Diese sind in folgender Abbildung mit Kreuzen dargestellt. Zur bes-
seren Diskriminierung wurde ein reduzierter Datensatz erzeugt, der nur Signale mit einer
Signifikanz von p<0,05 (95 % Konfidenzintervall (KI)), p<0,01 (99 % KIl), p<0,001 (99,9
% KI) fur die Trennung der Gruppen enthielt.

RT/s

Peak 100

1/Ko/Vs/cm?

Abbildung 24: Heatmap

(erstellt durch J. I. Baumbach fiir die AG Zemlin, Software Visual Now 2.2. (B&S Analytik, Dortmund Deutschland))

Alle 127 im Fruchtwasser identifizierten Peaks sind mit Kreuzen markiert worden.

Die y-Achse dieser Heatmap reprasentiert die Retentionszeit und die x-Achse die drift-Zeit. Die Farben zeigen die Sig-
nalintensitaten mit zunehmenden Werten vom weil} Gber blau bis zu rot an.

Beim Vergleich der Kontrollproben mit Proben von UP ,infizierten® Tieren wurden 27
Substanzen identifiziert, die sich signifikant unterschieden (p<0,005 (95 % KI)). Im Fol-

genden sind eine Auswahl dieser Stoffanalyse gelistet.

Tabelle 28: Auswahl der Stoffanalyse relevanter Peaks

Peak Stoff

2 Dodecane
105 Cyclohexanol
100 2-Methylpentan
122 (-)-Carvone

5 Disulfide, dimethyl
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81 Acetophenone
52 2-Butanone

41 Acetoin

51 Benzene, 1,3-dimethyl
56 Disulfide, dimethyl
14 3-Pentanone
57 3-Pentanone
38 Pentane, 2methyl
49 Heptanal

37 Acetoin

39 Pentane, 2-methyl
28 Acetylvaleryl
19 Acetylvaleryl

Ein einzelner Peak erreichte eine Signifikanz von p<0,05 flur die Unterscheidung von UP

und Kontrollproben.

Anhand der BS-MCC-IMS Datenanalyse (Version 1209, IMS-VOC-Datenbank, Visual
Now-Datenbank (BS-Analytik, Dortmund)) konnte diese Verbindung mit Hilfe von Re-

tentionszeit und Driftzeit als 2-Methylpentan identifiziert werden.
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Abbildung 25:Ausschnitt des MCC-IMS-Chromatogramms von Peak 100

(erstellt durch J. I. Baumbach fiir die AG Zemlin (B&S Analytik, Dortmund Deutschland))

unterschiedliche Signalstarken: Weil} = kein Signal, blau = mittlere Signalstarke, gelb = hohe Signalstarke.

Far 2-Methylpentan betrug die Sensitivitat und Spezifitat fir UP-Proben von jeweils 100

%. Auch der positive und negative Vorhersagewert betrug jeweils 100 %.

Tabelle 29: Statistische Analyse des Peak 100 (2-Methylpentan)

Kontrollen < UP UP > IL1a
Sensitivitat % 100 96
Spezifitat % 100 95
Richtig klassifiziert 34 45
Falsch klassifiziert 0 2
Richtig positiv 6 27
Falsch positiv 0 1
Richtig negativ 28 18
Falsch negativ 0 1
Positiver Vorhersagewert 100 96
Negativer Vorhersagewert 100 95
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Genauigkeit 100 96
Signifikanz (n. Bonferroni- < 0,05 < 0,001
Korrektur)

In folgenden Abbildung ist der Box-Whisker-Plot von Peak 100 von allen UP-Proben und
Kontrollproben dargestellt. Die Signalstarke von 2-Methylpantan war in UP héher als in
den UP-Kontrollmedium (UP-Proben n = 28, UP-Kontrollmedium n = 6).
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Abbildung 26: Box-Whisker-Plot von Peak 100
(erstellt durch J. I. Baumbach fiir die AG Zemlin Software Visual Now 2.2. (B&S Analytik, Dortmund Deutschland)

Links Kontrollproben, rechts Ureaplasma parvum Proben. Messungen sind als Kreuze dargestellt.

Hierbei handelt es sich um ein Quantil Box Plot mit erweiterter Darstellung der Probenverteilung.

Durch einen Entscheidungsbaum (Abbildung 27) wurden die Proben nach dem Mittel-
wert ihrer Signalintensitaten jeder Verbindung eingruppiert. Jede Messung wurde korrekt
ihrer Klasse zugeordnet. Die relativen Zahlen der klassifizierten UP-Kontrollmedien Pro-
ben sind blau, die der UP-Proben rot dargestellt. Eine Diskriminierung der beiden Grup-
pen war moglich. Sensitivitat und Spezifitat betrugen jeweils 100 %. Positiver und nega-

tiver Vorhersagewert 100 %.
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Abbildung 27: Entscheidungsbaum fiir Peak 100

(erstellt durch J. I. Baumbach fiir die AG (B&S Analytik, Dortmund Deutschland))

Mithilfe eines Entscheidungsbaums kann anhand von Peak 100 (2-Methylpentan) eine Unterscheidung zwischen UP-
Proben und Kontrollproben erfolgen. Dies erfolgt anhand der Signalintensitaten (Signalintensitat > 0,015 V = UP, Signal-
intensitat < 0,015 V = Kontrolle)

Die relative Anzahl der Kontrollgruppen ist blau, die Anzahl der Ureplasma parvum Proben rot klassifiziert.

Im nachsten Schritt wurde 2-Methylpentan im Fruchtwasser der infizierten Schafe tuber
den zeitlichen Verlauf untersucht. Analysiert wurden insgesamt 28 Proben.

Die Analyse erfolgte von Fruchtwasserproben vom 3, 7 und 14 Tag nach intra-
amniotischer Instillation von UP (UP 3 (n = 12), UP 7 (n = 11), UP 14 (n = 5)). Uber alle
Zeitraume hinweg war 2-Methylpentan vorhanden. Es zeigte sich eine Variabilitat der
Signalintensitaten im zeitlichen Verlauf, jedoch mit permanent erhdéhten Signalintensita-
ten (signifikant) im Vergleich zum Kontrollmedium. Hochste Signalintensitat schien am
Tag 7 nach Infektion erreicht zu werden und nahm um Tag 14 wieder an Intensitat ab
(siehe Abbildung 28).

Tabelle 30: Wahrscheinlichkeiten zu verschiedenen Zeitpunkten

Kontrolle vs. Interventions-
Tag nach Infektion Wahrscheinlichkeit
gruppe
Tag 3 nach Infektion UP Kontrollen vs. UP Tag 3 p<0,001
Tag 7 nach Infektion UP Kontrollen vs. UP Tag 7 p<0,001
Tag 14 nach Infektion UP Kontrollen vs. UP Tag 14 p<0,01
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Abbildung 28: Signalintensitaten im zeitlichen Verlauf

(erstellt durch J. I. Baumbach fiir die AG Zemlin (B&S Analytik, Dortmund Deutschland))

Die 2-Methylpentan-Konzentrationen waren im Vergleich zu Kontrollproben im zeitlichen Verlauf variabel, mit einem Ho-
hepunkt der Signalintensitdt um Tag 7, bevor es erneut zu einer Abnahme der Intensitdten um Tag 14 kam. Auch am Tag

3 war die Signalintensitat im Vergleich zu Kontrollproben signifikant erhéht.

Zur Klarung der Fragestellung, ob 2 Methylpentan eine direkte Folge einer Infektion
durch UP war, oder mit einer IL1-a induzierten Entziindung assoziiert sein kdnnte, wur-
den die Proben der UP (n = 6) induzierten Chorioamnionits mit den von IL1-a indizierter
Chorioamnionits (n = 19) verglichen. Insgesamt 9 Peaks konnten nach Boferroni-Kor-
rektur (p < 0,05) signifikant unterschieden werden.

Die 2-Methypentan Signalintensitat unterschied sich zwischen allen UP-Proben im Ver-
gleich zu IL1-a Proben und erreichten eine Sensitivitat von 96 %, eine Spezifitat von 95

% mit einen positivem Vorhersagewert von 96 % und einem negativen Vorhersagewert
von 95 %.
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Abbildung 29: Box-and-Whisker Plot

(erstellt durch J. I. Baumbach fiir die AG Zemlin (B&S Analytik, Dortmund Deutschland))

Box-and-Whisker-Plot von Peak 100 (2-Methylpentan). 2-Methylpentan war in allen Proben signifikant héher, als in allen
IL1-a Proben ( p < 0,001 nach Bonferroni-Korrektur)

Mit Hilfe eines Entscheidungsbaumes konnte eine 100 % Trennung von UP und IL1-a
Proben erreicht werden. Hier zeigte sich, dass die durchschnittlichen Signalintensitaten
von 2-Methylpentan bei UP-Proben héher waren, als in IL1-a Proben. Peak 100 (2-Me-
thylpantan) konnte mit einer Signalintensitat von > 0,031 V den UP-Proben zugeordnet

werden.

| P100 |
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Abbildung 30: Entscheidungsbaum P100

(erstellt durch J. I. Baumbach fiir die AG Zemlin (B&S Analytik, Dortmund Deutschland))
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei differente Kollektive untersucht. Einerseits wur-
den humane Bioproben von Frilhgeborenen untersucht, andererseits Amnionproben von
Schafen, welche intraamniotischen Injektionen unterschiedlicher Protokolle erhielten.
Alle 27 humanen Patienten befanden sich zeitweise in intensivmedizinischer Betreuung.
Bei den 62 infizierten Amnionproben von Schafen handelte es sich um unterschiedlich
behandelte Amnionproben aus verschiedenen Jahrgangen. Die CA wurde
mikrobiologisch und histologisch gesichert.

Der Zeitpunkt der Entbindung der Schafe wurde am 124. Gestationstag gewahlt.

Bei einer Ublichen Tragdauer von ca. 150 Tagen entspricht dies bei Menschen einer
Frihgeburt (COLLINS et al., 2010).

5.2 Volatile organische Komponenten (VOC)

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Messung von VOC-Profilen durch
MCC-IMS ein diagnostisches Potenzial fuir die CA haben kdnnte. Mit dieser Technik war
es moglich, VOC-Profile bei nachgewiesener CA unterschiedlicher Herkunft (UP vs. IL-
1 induzierter CA) zu differenzieren. Zusatzlich konnte die Dauer der Entziindung in
einem experimentellen Schafsmodell abgeschatzt werden. Diese Strategie kénnte nutz-
lich sein, um einen Schnelltest am Krankenbett zum Nachweis ursachenspezifischer CA
unter Verwendung von Fruchtwasseranalysen zu entwickeln.

Diese Studie wurde konzipiert, um zwischen den haufigsten Bakterien, welche eine
relevante Rolle bei der CA spielen und einem wesentlichen Signalweg, der durch Bak-
terien induziert wird, zu unterscheiden. Mit diesem Ansatz war es moglich, zwischen
Kontrollen und CA zu unterscheiden. Es konnte sogar zwischen einer CA, welche durch
UP induziert wurde und einer CA die durch IL-1a induziert wurde, differenziert werden.
Daher wurden VOCs gesucht, die es ermdglichen, bei ahnlichen Endpunkten einer CA,
zwischen einer bakteriellen Ursache und einer durch Zytokinen induzierten CA zu unter-
scheiden. Ublicherweise erlaubt der gemeinsame Endpunkt einer CA keine Unterschei-
dung verschiedener Ursachen.

Alle Organismen produzieren VOCs als Teil ihres normalen Stoffwechsels (FILIPIAK et
al., 2008; ORHAN, 2007). Durch Atem-Analysen beim Menschen konnten bereits VOCs
untersucht werden, die von bestimmten Bakterienarten oder —stdmmen bei septischen
Patienten produziert werden (BOOTS et al., 2012).

73



Ubelriechendes Fruchtwasser ist ein typisches Kennzeichen einer CA (TITA,
ANDREWS, 2010a). Dies kann ein Indiz dafir sein, dass bestimmte VOCs freigesetzt
werden konnten, die durch IMS-Messungen nachgewiesen werden kénnen.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit IMS-Headspace-Messun-
gen durchgefiihrt, die VOC-Messungen unabhangig von der Umgebungsluft und ande-
ren exogenen Einflissen ermdglichten (FENG et al., 2022).

Wahrend einer Infektion kénnen VOCs vom Wirt selber oder von infektionsauslésenden
Bakterien stammen. Im Rahmen einer Infektion sind am haufigsten Ammoniak, Aceton,
Stickstoffmonoxid oder Methan die am starksten erhéhen Biomarker, welche vom Men-
schen entstammen. Andererseits kbnnen Krankheitserreger eine Vielzahl von VOCs pro-
duzieren, einschliel3lich verschiedener Fettsauren und ihrer Derivate. Ebenfalls kbnnen
oft Alkohole und Ketone nachgewiesen werden (STEPPERT et al., 2021).

In dieser Studie wurde eine validiertes UP-induziertes CA-Modell bei Schafen verwendet
(COLLINS etal., 2010). Es wurde bestatigt, dass die Infektion mit UP mit Veranderungen
des VOC-Profils im Fruchtwasser einhergehen. Hierbei wurden Medium-Proben als Kon-
trollen verwendet. In allen UP-Proben war die durchschnittliche Signalintensitat von 2-
Methylpentan hoher als bei Medium-Proben.

Bemerkenswerterweise war die gemessene Sensitivitat, Spezifitdt sowie der positive
und negative Vorhersagewert 100 %. Darlber hinaus variierte die relative Konzentration
von 2-Methylpentan mit dem zeitlichen Verlauf der CA. Am Tag 7 war die Signalintensitat
am hdochsten. 2-Methylpentan wurde nur im Fruchtwasser nach Infektionen mit UP und
nicht in IL-1a induzierter CA nachgewiesen. Daher kann man die Hypothese aufstellen,
dass 2-Methylpentan zeitabhangig und unabhangig vom IL-1a vermittelten Entzun-
dungsweg der mit UP-Infektionen assoziiert war.

Bisher stutzt sich die Labordiagnostik der CA auf Protein-Biomarker und histologischen
Untersuchungen. Jedoch flhrt ihre begrenzte Spezifitat und die Zeitverzdégerung zu ei-
ner kontinuierlichen Suche nach neuen Biomarkern (TITA, ANDREWS, 2010a).

Die Identifizierung flichtiger organischer Substanzen zur nichtinvasiven Diagnostik ge-
winnt immer gréReres medizinisches Interesse. Eine Herausforderung ist die Identifizie-
rung derjenigen Komponenten, die in Hinblick einer medizinischen Fragestellung als
moglicher Marker einer Krankheit angesehen werden konnen.

Ziele dieser Arbeit war u.a. die Beantwortung der Fragestellungen, ob sich das unter-
suchte Biomaterial (Stuhl, Urin und Trachealaspirat) von Frihgeborenen zur Diagnose
einer Infektion eignet und ob durch Einsatz der lonenmobilitdtssepktrometrie volatile or-

ganische Marker fur das Amnioninfektionssyndrom identifiziert werden kénnen.
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Bisher gibt es nur wenig Erkenntnisse zu diesen Fragen. Diese Arbeit sollte dazu beitra-
gen, die frihzeitige Diagnosestellung bei Friihgeborenen und beim Amnioninfektions-
syndrom zu verbessern. Durch die vorliegende Arbeit konnten der Nutzen einer eNose
zur nichtinvasiven Diagnostik nicht vollstandig bestatigt werden.

Es gelang die Identifizierung nichtinvasiver, flichtiger Marker des Amnioninfektionssyn-
droms durch die MCC-IMS.

Durch Untersuchungen mit der MCC-IMS konnten nicht nur unterschiedlich infizierte Am-
nionflissigkeiten differenziert werden, sondern Analysen der Amnionproben zeigten,
dass sich die volatilen organischen Komponenten wahrend des zeitlichen Verlaufes un-

terschieden werden konnten.

5.3 2-Methylpentan

Durch neuartige Untersuchungen mit der MCC-IMS konnten unterschiedliche volatile or-

ganische Komponenten identifiziert werden. Bei dem Vergleich UP und IL-1a behandel-
ten Amnionflissigkeiten konnten nach Bonferroni-Korrektur 21 Peaks mit einer Signifi-
kanz von > 99,9 % aufgezeigt werden. Eine Komponente konnte als 2-Methylpentan
identifiziert werden. 2-Methylpentan konnte als vielversprechendsten Biomarker fur den
Nachweis von UP induzierter Amnionitis identifiziert werden.

2-Methypentan gehort zu einer Gruppe von Pentanen, welche bei der Oxidation von zel-
lularen Lipiden produziert wird (RIELY et al., 1974). In Ausatemluftanalysen konnten
Pentane u.a. bei oxidativem Stress, ischamischer Herzkrankheit, Sepsis, Arthritis, chro-
nisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) oder Asthma bronchiale identifiziert wer-
den (PAREDI et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass diese zum Teil chronischen
Entziindungen oder der oxidative Stress zur Ausscheidung von volatilen organischen
Komponenten mit einem einzigartigen Muster fihren kann (BOOTS et al., 2012)

Eine weitere Arbeitsgruppe konnte mittels Atemanalysen 2-Methylpentan als VOC bei
Patienten mit Lungenkrebs identifizieren (FILIPIAK et al., 2014).

In-vitro Analysen an Zellreihen von Lungenkrebszellen konnten die Existenz und Frei-
setzung von VOC zeigen. Tumorzelllinien (NCI-H2087) wurden in einer Arbeit kultiviert
und mittels Headspace-Verfahren an einem GC-MS analysiert. Es konnte ein signifikan-
ter Anstieg von 2-Methylpentan im Vergleich zu Kontrollmedien aufgezeigt werden. Bei
gesunden Patienten konnte ein Anstieg von 2-Methylpentan nicht festgestellt werden
(SPONRING et al., 2009).

2-Methylpentan konnte ebenfalls bei Patienten mit kolorektalem Karzinom identifiziert
werden. Es wurden Atemanalysen am Vortag der Operation durchgefiihrt. Die Analyse
der VOC erfolgte durch GC-MS mit einer Erkennungsfahigkeit in der Analyse von 87 %
bezuglich 2-Methylpentan (ALTOMARE et al., 2013).
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Aber auch bei der BPD des Frihgeborenen konnten u.a. erhéhte Pentan Konzentratio-
nen identifiziert werden (SAUGSTAD, 1997).

Des Weiteren wurde 2-Methylpentan bereits in der Literatur im Rahmen nicht-invasiver
Untersuchungen von weiteren volatilen organischen Komponenten beschrieben. In einer
Arbeit wurden Atemanalysen an schwangeren Frauen und entsprechenden Kontrollen
durchgefiihrt. Zum Einsatz kam in dieser Studie eine Gaschromatographie mit Massen-
spektrometrie-Kopplung (GC-MS). Durch Entwicklung eines dreidimensionalen Gradien-
ten konnte das Verhaltnis von C4 bis C20-Alkanen und monomethylierte Alkane analy-
siert werden. Ziel dieser Arbeit war die Differenzierung von Risikoschwangerschaften
(im Rahmen einer Praeklampsie) und regelrechten Schwangerschaften anhand von oxi-
dativem Stress. In dieser Arbeit konnte 2-Methylpentan als einer der Diskiminatoren zwi-
schen Praeklampsie und normaler Schwangerschaften identifiziert werden. In der
Gruppe von Patientinnen mit Praeklampsie waren die volatilen Marker des oxidativen
Stresses erhdoht (MORETTI et al., 2004). Eine weitere Arbeit konnte ebenfalls den Ein-
fluss oxidativen Stresses im Rahmen einer Praeklampsie zeigen (HUBEL, 1999; SHIN
et al., 1997).

Ebenfalls durch Einsatz einer GC-MS konnte in einer Arbeit 2-Methylpentan als einer
der volatilen organischen Bestandteil von Helicobacter pylori detektiert werden
(SOHRABI et al., 2014).

5.4 Patientenkollektiv der Friihgeborenen

5.4.1 Entnahmezeitpunkte der Proben und Blutentnahmen

Im Rahmen der Erstversorgung oder friihestmoglich wurde das erste Biomaterial des
Patienten gesammelt. Im weiteren stationaren Verlauf erfolgte an definierten Wochenta-
gen die Entnahme der Proben. Aufgrund diverser Einflisse erfolgte nicht in allen Fallen
die Entnahme am festgesetzten Tag und musste teilweise verschoben werden. Trotz-
dem gelang in beinahe allen Fallen die wochentliche Gewinnung des Probenmaterials.
Unabhangig von dieser Gewinnung erfolgte die Blutentnahme am Patienten, so dass es
teilweise zeitliche Differenzen zwischen den Ergebnissen der eNose und der Erstellung

des Infektionsscores anhand der klinischen Chemie gab.

5.4.2 Alter und Gewicht der Patienten

In dieser Studie wurden Patienten bis zu 32+0 SSW und/oder einem Geburtsgewicht bis
1500 g eingeschlossen. Der Grund fur die Wahl dieses Kollektivs bestand darin, dass

mit abnehmenden Geburtsgewicht die Rate an Infektionen zunimmt (STOLL et al.,
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2011). In der Literatur wird nicht nur beschrieben, dass die Raten an Infektionen anstei-
gen, sondern auch das Risiko flir schwere Folgeschaden oder letalen Verlauf bei abneh-
menden Geburtsgewicht steigt (GLASS et al., 2015). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit
nach Infektion erhéhte sich am deutlichsten fiur Frihgeborene ab 24+0 SSW und das
gesunde Uberleben ab 25+0 bis 28+0 SSW (STOLL et al., 2015).

In einer Arbeit, die ein sehr dhnliches Gewichtsspektrum wie diese vorliegende Arbeit
abdeckte, konnte die inverse Korrelation zwischen Infektionsraten zum Geburtsgewicht
und Gestationsalter bestatigen (STOLL et al., 2002).

5.5 Auswahl des Probenmaterials

Es wurden Stuhl-, Urin-, und Trachealproben gesammelt und analysiert. In mehreren
Studien konnte die Eignung dieses Probenmaterials zur Analyse von VOCs aufgezeigt
werden.

Eine Arbeit konnte zeigen, dass sich die volatilen organischen Komponenten der Stuhl-
proben zur Analyse mittels eNose eignen. Es wurden Stuhlproben von Frihgeborenen
unter einem Gestationsalter von 30+0 SSW taglich gesammelt. Dies erfolgte bis zum
Abschluss des 28. Lebenstags. Ziel war es, anhand der VOC der Stuhlproben, friihzeitig
eine NEC identifizieren zu kdnnen. Bereits 2-3 Tage vor Auftreten einer klinischen NEC
unterschieden sich die VOC von Patienten mit NEC von Kontrollen (DE MEIJ et al.,
2015).

Es wurde das gleiche Modell einer elektronischen Nase wie in der vorliegenden Arbeit
verwendet. Im Unterschied zu dieser NEC-Studie, wurde das Probenmaterial in der vor-
liegenden Arbeit bis zu Analyse bei -80°C und nicht -20°C gelagert. Es konnte gezeigt
werden, dass eine Lagerung bei -80°C zu einem geringeren Verlust an biochemischen
Signalen fihrt (ESFAHANI et al., 2016).

Eine weitere Arbeit konnte den Nutzen der Analysen von Stuhlproben bestatigen. In die-
sem Fall konnte die eNose Patienten mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen
von einem gesunden Kollektiv unterscheiden (DE MEIJ et al., 2014). Hierbei handelte

es sich allerdings um ein Kollektiv erwachsene Patienten.

In einer Studie wurden VOC-Analysen von Stuhlproben bei Frihgeborenen analysiert.
Hier wurde der Einfluss von Ernahrung auf Anderungen des VOC-Profils untersucht. Die
Art der Entbindung und das Gestationsalter scheint keinen Einfluss auf das VOC-Profil
von Stuhlproben zu haben (DEIANOVA et al., 2020).

Den Nutzen, Trachealaspirat zur Analyse einzusetzen, konnte durch eine Studie bereits
erfolgreich dargestellt werden. Es wurde Trachealaspirat in Hinblick einer Sepsis und

Entwicklung einer BPD analysiert. Es zeigte sich, dass sich die Smellprints von
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Trachealaspirat bei Patienten mit laborchemisch bestatigter Sepsis und die von Patien-
ten mit BPD unterschieden (ROGOSCH et al., 2014).

Auch die Mdglichkeit, Urin zur Diagnostik von Krankheiten einzusetzen, konnte in meh-
reren Studien erfolgreich dargestellt werden (DI LENA et al., 2016). In einer Studie konn-
ten Patienten mit Harnwegsinfektion von Patienten ohne Harnwegsinfektion identifiziert
werden. Hierbei wurden Urinproben von Patienten vom Neugeborenenalter bis zur Voll-
endung des 18. Lebensjahres gesammelt und mittels eNose analysiert (VISSER et al.,
2020).

5.5.1 E Nose und Smellprints

In der Vergangenheit erfolgte die Analyse volatiler organischer Komponenten im Rah-
men klinischer Forschung und Diagnostik mehrheitlich durch Einsatz der Gaschromato-
graphie mit Massenspektrometrie-Kopplung wie beispielsweise in Arbeiten von Jiang et
al. oder Noto et al. (JIANG et al., 2016; NOTO et al., 2016). Zunehmend findet die eNose
als zusatzliches Hilfsmittel Einzug in die klinische Forschung (WASILEWSKI et al.,
2016).
In dieser Arbeit kam die eNose Cyranose 320 zum Einsatz. Diese wurde ohne techni-
sche Modifikationen oder Austausch von Sensoren verwendet. Folglich erfolgte die Ana-
lyse verblindet, ohne zu wissen, welcher Sensor auf unterschiedliche volatile Substan-
zen reagiert. Die Analyse erfolgt nicht durch Ansprechen eines einzelnen Sensors, son-
dern durch die Kombination des Ansprechverhaltens aller 32 Sensoren (LEWIS, 2004;
THALER, HANSON, 2005).
Ein méglicher Grund, dass die Differenzierung der Amnionproben (im zeitlichen Verlauf
und vom Kontrollmedium) nicht in allen Fallen gezeigt werden konnte, liegt wohiméglich
in der Auswahl und Anordnung der Sensoren (siehe Abbildung 20). Es gibt diverse Mdg-
lichkeiten, die Sensoren innerhalb einer eNose auszutauschen und an die Analyten an-
zupassen (LEWIS, 2004; STITZEL et al., 2011).
Benutzerdefinierte Sensoren sind fiir die Steckplatze der Sensoren vom Hersteller ver-
fugbar und kénnen die Sensitivitdt und Spezifitat erhdhen. Hierdurch kénnte eine Opti-
mierung der Messung erfolgen. Die Messungen der eNose erfolgten alle unter Raum-
temperatur (+22°C). Das Probenmaterial wurde zuvor auf +37°C erwarmt. Hierdurch
sollte die Freisetzung von VOC aus dem Probenmaterial verbessert werden. Ein weiterer
Grund fir die Auswahl von +37°C bestand darin, dass ein zuklnftiger Einsatz der eNose
(am Patientenbett) an frischem Biomaterial, ebenfalls bei +37°C durchgefihrt werden
wird (DE MEIJ et al., 2015). Mehrere Studien zeigten, dass einige Sensoren abhangig
von der Temperatur arbeiten. Einige bendtigen beispielsweise erhéhte Temperaturen,
welches ebenfalls Einfluss auf die Analysen genommen haben kénnte (HANNON et al.,
2016; MEYYAPPAN, 2016). Dies scheint jedoch bei Stuhlproben nicht relevant zu sein.
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In einer Arbeit konnte kein Unterschied in den gemessenen VOC-Profilen gefunden wer-
den, welche eine Temperaturspanne von +15°C bis +35°C aufwiesen (DE MEIJ et al.,
2014).

5.5.2 Smellprints bei Infektionen von Friihgeborenen

Alle Smellprints der Patienten wurden anhand des Infektionsscore in zwei Gruppen un-
terteilt. Wurde zum Zeitpunkt der Probenerhebung ein oder mehrere der im o.g.
Infektionsscore laborchemischen Zeichen erfillt, wurde von einer systemischen Infek-
tion ausgegangen und die analysierte Probe in die Gruppe der ,Infektion +“ (positiv) zu-
geteilt. Wurde kein Kriterium erfullt, fiel die Probe in die Kategorie ,Infektion — “ (negativ).
Weder in der Gruppe der Trachealsekretproben, noch in der Gruppe der Urin- oder Stuhl-
proben konnten systemische Infektionen durch Analyse der eNose signifikant von ge-
sunden Patienten differenziert werden. Die besten Ergebnisse konnten bei den Urinpro-
ben mit einer MD von 1,638 erreicht werden. In dieser Gruppe war die Anzahl (n = 23)
an Proben mit systemischer Infektion am héchsten.

Aufgrund von Voruntersuchungen ware zu erwarten gewesen, dass sich zumindest
Trachealsekret zur Analyse von systemischen Infektionen eignen wirde (ROGOSCH et
al., 2014). Ein méglicher Grund stellt die unterschiedliche ,Verdinnung“ des Tracheal-
sekretes mit Kochsalzlésung dar. Abhangig von Gré3e und Gewicht des Neugeborenen
werden nach Applikation von ca. 1 ml Kochsalzlésung unterschiedliche Mengen an Sek-
ret gewonnen. In dieser Arbeit wurde die Zusammensetzung des Trachealsekrets nicht
analysiert.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Abnahme der Urin und Stuhlproben wéchentlich.
Eine Studie konnte zeigen, dass bei taglicher Abnahme von Stuhlproben und Analyse
dieser, eine NEC vor Auftreten klinischer Symptome identifiziert werden konnte (DE
MELJ et al., 2015). Evtl. kdnnte die Sensitivitat der Smellprints von Bioproben durch tag-
liche Analysen erhoht werden.

Bei allen Proben kann eine Kontamination durch bearbeitendes Personal oder verunrei-

nigtes Material nicht ausgeschlossen werden.

5.6 Kollektiv der Amnionproben

5.6.1 Anderung des pH-Wertes

Studien zeigten, dass sich der pH-Wert im Rahmen einer UP-Amnionitis verandert. In
einer Arbeit konnte dargestellt werden, dass ein wichtiger Regulator fiir das Wachstum
von UP der pH-Wert sein konnte. Diese erfordern einen pH-Wert von 6,0 flir ein optima-
les Wachstum (SHEPARD, LUNCEFORD, 1965). Der pH-Wert von Schafen reicht von
8,4 am Tag 70 bis zu 7,4 am Tag 145 der Schwangerschaft (PRESTES et al., 2001).
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In einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass es initial keinen Unterschied im
Rahmen einer akuten UP-Infektion und Kontrollen gibt. Analysen des Fruchtwassers
zum Zeitpunkt der Geburt zeigten eine alkalische Verschiebung durch chronische Expo-
sition von UP. UP hydrolysieren Harnstoff als eine wichtige Energiequelle. Im Rahmen
dessen entstehen Ammoniumionen, als ein Nebenprodukt dieser Hydrolyse
(ROBINSON et al., 2013). Veranderungen dieses pH-Wertes kénnten eine Ursache fur
Anderung der volatilen organischen Komponenten im zeitlichen Verlauf sein. Jedoch gibt
es dazu bisher keine Daten. In dieser Studie wurden im Rahmen der VOC-Analysen

keine pH-Werte bestimmt.

5.6.2 Stdrken und Limitationen der vorliegenden Arbeit

In dieser Arbeit gelang die Identifizierung volatiler organischer Bestandteile von unter-
schiedlich behandelten Amnionproben und zum Teil eine Differenzierung dieser Proben.
Eine eNose ist jedoch nicht in der Lage, einzelne Stoffe identifizieren zu kénnen. Sie ist
lediglich in der Lage, mit ihren unterschiedlichen Sensoren auf das Probenmaterial zu
reagieren und dies als Werte darzustellen. Die Analyse der Proben lasst keine Ruck-
flisse auf den Ursprung der volatilen organischen Komponenten zu.

Zudem konnte in mehreren Fallen negative Kontrollen (Medium) nicht signifikant von den
Positivkontrollen (UP oder IL-1a.) durch die eNose unterschieden werden. Die CVV und
die MD erreichten in diesen Fallen kein Signifikanzniveau.

Die MCC-IMS zeichnet sich durch eine extrem hohe Sensitivitat aus und erlaubt die
Nachweisbarkeit von Substanzen im parts per billion by volume (ppbv) (ng/L) bis pptv
(pg/L) Bereich. Bereiche unterhalb von 1 ppm entsprechen dem Ultraspurenbereich.
Dies wurde in einer flissigen Phase etwa 1 mg/l entsprechen.

In diesem Spurenbereich kdnnen geringfligige Stoérquellen wie Veranderungen der
Raumluft oder verwendete Materialien Einfluss auf die Messergebnisse nehmen und zu
Uberlagerungen wahrend der Analyse filhren.

Bisher ist noch unbekannt, welcher Geruchsstoff fiir eine Infektion spricht, oder ob es
sich um eine Kombination von Geruchsstoffen handelt.

Durch Analyse des verwendeten Materials (beispielsweise Gefal3, Deckel, Handschuhe
oder Desinfektionsmittel) wurde versucht, weitere Artefakte auszuschlieRen. Trotzdem
kénnen durch die extrem hohe Sensitivitat der MCC-IMS Kontaminationen wahrend der
Analyse oder bereits wahrend der Tierversuche nicht vollig ausgeschlossen werden. So-
mit ware es moglich, dass die Herkunft einiger analysierter VOC aus der Umwelt stammt.
Bei einer Infektion kdnnten VOC vom Wirt selber oder vom infektidsen Organismen ent-
stammen, sein Ursprung bleibt unbekannt.

Ebenfalls kdnnen Pentane (als Marker fur oxidativen Stress) bei einer Vielzahl von Er-

krankungen erhéht sein und sind somit nur unspezifische Krankheitsmarker.
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Zusatzlich gab es eine mehrjahrige Latenz zischen Gewinnung der Proben und abschlie-
Render Analyse.

Limitierend in dieser Studie ist zudem, dass sie sich auf einen einzigen Erreger der CA
beschrankt. Einschrankend ist zudem die z.T. lange Lagerdauer der zu untersuchenden
Amnionflissigkeiten. Zudem wurden die Amnionproben in unterschiedlichen Jahren ge-
wonnen.

Starken dieser Studien sind die Verwendung einer genau vorbekannten Menge des je-
weils injizierten Probenmaterials und sterile Kautelen bei Entnahme. Zusatzlich sind die
exakten Zeitrdume dieser Injektionen im Rahmen der Schwangerschaft der trachtigen
Schafe bekannt. Durch kontrollierte Umgebungsbedingungen des etablierten Tiermo-
dells konnten Stérfaktoren wie Verhaltens- und Erndhrungseinflisse minimiert werden.

Eine weitere Starke dieser Arbeit ist, dass die Amnionproben von einer Einzelperson in
einem kurzen Zeitintervall am MCC-IMC gemessen wurden

Beide Messmethoden erfolgten gemaf SOP.

5.7 Ausblick

In ferner Zukunft kdnnten die Technik der Analyse von volatilen organischen Substanzen
mit all ihren Vorteilen Einzug in den klinischen Alltag erhalten (BIKOV et al., 2015; SETHI
et al., 2013). Hervorzuheben sind hierbei die nicht-invasive Diagnostik und der Zeitge-
winn bis zum Vorhandensein von Ergebnissen (VAN GEFFEN et al., 2019). In aktuellen
Studien wird die eNose am haufigsten zur diagnostischen Erkennung von Tumoren in
der Ausatemluft verwendet. Eine Metaanalyse zeigt jedoch auf, dass es sich hierbei im
Allgemeinen aus Machbarkeitsstudien handelt. In Zukunft missten multizentrische Vali-
dierungsstudien durchgefihrt werden (Scheepers, 2022).

Mittelfristig ware beispielweise ein Einsatz elektronischer Nasen im Rahmen von Scree-
ninguntersuchungen bei spezifischen Stérungen oder Krankheiten denkbar
(SAKTIAWATI et al., 2021).

Im Rahmen der SARS-CoV-2 Pandemie wurde intensiv an alternativen, schnelleren und
genauerer Diagnostik dieser Infektion geforscht. Auch hier stellt die elektronische Diag-
nostik mit ihrer elektrochemischen Detektion einen vielversprechenden Ansatz dar. In
Zukunft kdnnte die Kombination von Sensoren mit kiinstlicher Intelligenz sich als zusatz-
liches Diagnosetool zum Nachweis von COVID-19 erweisen (SAKI et al., 2021).

In dieser Arbeit konnte 2-Methylpentan als potenziell flichtige organische Verbindung
identifiziert werden, die ein nitzlicher Biomarker fur UP induzierte CA sein kdnnte
(SPRONG et al., 2020). Somit kdnnte dieses Ergebnis als praklinische Studie zur nicht-
invasiven Diagnostik von VOCs in gewonnen Fruchtwasserproben dienen, um eine fruh-
zeitige Diagnose einer CA stellen zu kénnen (GOEDICKE-FRITZ et al., 2021). Neben
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der Diagnosestellung durch VOC-Analysen kann ggf. sogar der Ursprung einer CA iden-
tifiziert werden und eine gezielte antibiotische Therapie eingeleitet werden.

Zusammenfassend weisen MCC-IMS-Messungen darauf hin, dass fllichtige organische
Verbindungen ein nitzliches Werkzeug sein kénnen, um eine CA nachzuweisen und
zwischen CA unterschiedlicher Atiologie zu unterscheiden und abzuschéatzen, wie lange
die Entziindung bereits prasent sein kénnte. 2-Methylpentan wurde identifiziert, die ein

nutzlicher Biomarker fir UP-induzierte CA sein konnte.
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Anhang

SOP Dokumentation am Krankenbett des Patienten

Name:

Trachealaspirat (TA) — Studie

Geburtsdatum / Zeit: / Geburtsgewicht:
Lebensalter Aktion Erledigt ?
bis 2 Tage Screening: GA < 32 SSW und/oder < 15009
Studienverantwortlichen informieren:
Prof. Dr. Zemlin
Fr. Gébert
- Elterninformation aushandigen
bis 72 Stunden Einwilligung einholen
1. Intubation Trachealaspirat gewinnen
bis 10 Tage Mekoium gewinnen
Bitte immer beachten: Woéchentlich
‘ Jeden Montag ‘ Trachealspirat gewinnen
‘ Jeden Donnerstag ‘ Stuhl + Urin gewinnen
Bei Infektionsverdacht:
Mit Beginn der antibiotischen Therapie Stuhl + Urin gewinnen
Mit Ende der antibiotischen Therapie Stuhl + Urin gewinnen
Montags Donnerstags
Trachealaspirat Datum Stuhl / Urin Datum Datum
Stuhl Urin
1. Intubation Mekonium
1. Woche 1. Woche
2. Woche 2. Woche
3. Woche 3. Woche
4. Woche 4. Woche
5. Woche 5. Woche
6. Woche 6. Woche
Extubation

Bitte IMMER die Probe mit DATUM + UHRZEIT beschriften !!!
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SOP Probenaufbereitung Labor

SOP Probenaufarbeitung Labor Kinderklinik

N =

it

Nooa ks

Stuhl/ Mekonium

NaCl-bereitstellen
2,0 ml Reagiergefal
e -wiegt1,1g
Zu den 1,1 g mit Spaten 0,2 g Stuhl auffiillen
e -Gesamtgewicht1,3 g
Zu diesem Gewicht 100 Mikroliter NaCl pipettieren
kurzzeitig in Zentrifuge stellen
Vortexen
Beschriften und bei -80°C lagern

Urin

. 500ml Urin aus Monovette in 2 ml Reagiergefal pipettieren

Trachealaspirat

. 250 Mikroliter in 2 ml ReagiergefaR pipettieren

Beschriften und bei -80°C lagern

Bei groBere Probenmenge mehrere Proben anlegen
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SOP Absaugen des Trachealtubus

(Durchfiihrung gemaf Maier, Obladen, Neugeborenenintensivmedizin 2011)

Die Absaugung des Patienten richtet sich nach der klinischen Notwendigkeit. Feste Ab-

saugintervalle sind mittlerweile obsolet. Es folgt unter Uberwachung des Patienten der

Absaugvorgang durch zwei Personen.

Sterile Kautelen

Bds. Auskultation der Lungen

Begrenzung des Sog der Absaugpumpe

Passender Absaugkatheter mit Fingertip an Absaugung konnektieren
Ventilation des Pat. mit 5-10 Beatmungen

Zur ,Streckung“ des kontralateralen Haupbronchus den Kopf zur Gegenseite
wenden

Applikation einer 0,5 -1,0 ml 0,9 % NaCl-Lésung in den Trachealtubus

10 bis 15 sec. Beatmung

Ohne Sog einen zuvor abgemessenen sterilen Absaugkatheter einfiihren, unter
Sog und drehenden Bewegungen den Katheter zuriickziehen

Erneute manuelle Ventilation fir ca. 1 Minute

Zur Absaugung der Gegenseite Kopf entsprechend o.g. Vorgang lagern

Wie zuvor Beschrieben den Absaugvorgang wiederholen

Pat. an Beatmungsgerat anschlief3en, abschlieRend Absaugung der

oberen Atemwege

AbschlieRende Lungenauskultation bds.

Auflistung der Amnionproben

Australia 2009

Kodierung Behandlung Gestationsalter
(Tage)
IMS-Australia2009/68 Media (keine Antibiose) 123
IMS-Australia2009/71 Media (keine Antibiose) 123
IMS-Australia2009/81 Media (keine Antibiose) 124
IMS-Australia2009/82 Media (keine Antibiose) 124
IMS-Australia2009/131 MBA Medium 139
IMS-Australia2009/144 MBA Medium 140
IMS-Australia2009/145 MBA Medium 140
IMS-Australia2009/152 MBA Medium 142
Australia 2010
Kodierung Behandlung Gesationsalter
(Tage)
IMS-Australia2010/200 Ureaplasma parvum 3d 123
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IMS-Australia2010/201 Ureaplasma parvum 3d 123
IMS-Australia2010/202 Ureaplasma parvum 3d 123
IMS-Australia2010/203 Ureaplasma parvum 3d 123
IMS-Australia2010/204 Ureaplasma parvum 3d 123
IMS-Australia2010/205 Ureaplasma parvum 3d 123
IMS-Australia2010/208 Ureaplasma parvum 3d 124
IMS-Australia2010/207 Ureaplasma parvum 7d 124
IMS-Australia2010/213 Ureaplasma parvum 3d 124
IMS-Australia2010/214 Ureaplasma parvum 7d 124
IMS-Australia2010/215 Ureaplasma parvum 7d 125
IMS-Australia2010/218 Ureaplasma parvum 7d 124
IMS-Australia2010/219 Ureaplasma parvum 7d 125
IMS-Australia2010/220 Ureaplasma parvum 7d 125

Australia 2008 (Protocol 1)

Kodierung Behandlung Gesationsalter
(Tage)
IMS-Australia2008/50 Ureaplasma parvum 3d 100
IMS-Australia2008/51 Ureaplasma parvum 3d 100
IMS-Australia2008/52 Ureaplasma parvum 3d 100
IMS-Australia2008/53 Ureaplasma parvum 3d 100
IMS-Australia2008/54 Ureaplasma parvum 3d 100
IMS-Australia2008/208 media 100
IMS-Australia2008/209 media 100
IMS-Australia2008/212 media 100
IMS-Australia2008/66 Ureaplasma parvum 7d 100
IMS-Australia2008/67 Ureaplasma parvum 7d 100
IMS-Australia2008/68 Ureaplasma parvum 7d 100
IMS-Australia2008/69 Ureaplasma parvum 7d 100
IMS-Australia2008/70 Ureaplasma parvum 7d 100
IMS-Australia2008/217 Ureaplasma parvum 14d 100
IMS-Australia2008/218 Ureaplasma parvum 14d 100
IMS-Australia2008/219 Ureaplasma parvum 14d 100
IMS-Australia2008/220 Ureaplasma parvum 14d 100
IMS-Australia2008/221 Ureaplasma parvum 14d 100

Australia 2008 ( Protocol 5)

Kodierung

Behandlung

Gestationsalter

IMS-Australia2008/71

Control

IMS-Australia2008/91

Control 7 +1 day

IMS-Australia2008/119

7 day control 7 + 3 day

saline
IMS-Australia2008/56 Control 1 day saline
IMS-Australia2008/61 [I-11 Tag
IMS-Australia2008/72 [I-11 Tag
IMS-Australia2008/73 [I-11 Tag
IMS-Australia2008/74 [I-11 Tag
IMS-Australia2008/75 [I-11 Tag
IMS-Australia2008/76 [I-11 Tag
IMS-Australia2008/77 [I-11 Tag
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IMS-Australia2008/92 II-17 Tage
IMS-Australia2008/109 II-17 Tage
IMS-Australia2008/110 II-17 Tage
IMS-Australia2008/111 II-17 Tage
IMS-Australia2008/112 [I-17 Tage
IMS-Australia2008/113 [I-17 Tage
IMS-Australia2008/114 [I-17 Tage
IMS-Australia2008/94 II-1 3 Tage
IMS-Australia2008/120 II-1 3 Tage
IMS-Australia2008/121 II-1 3 Tage
IMS-Australia2008/124 II-1 3 Tage
IMS-Australia2008/126 II-1 3 Tage
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