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1 Einleitung

Die Neugeborenensepsis stellt in westlich gepragten Landern eine der haufigsten Ursachen
fur eine erhdhte Mortalitat und Morbiditat unter Sauglingen dar (Heron, 2018). Trotz mittler-
weile standardmafig empfohlener peripartaler Gruppe-B-Streptokokken-Prophylaxe (GBS)
konnte die Gesamtinzidenz der Neugeborenensepsis nicht gesenkt werden (Schrag et al.,
2016). Es besteht daher weiterhin der Bedarf einer praziseren Diagnostik und verbesserten
Therapie. Bezuglich der diagnostischen Moglichkeiten ware ein verlasslicher, sensitiver Bio-
marker von grofsem Wert, um bestmdglich informiert die Entscheidung zu einem antibiotischen
Therapiebeginn starten zu kdnnen. Die Bestimmung eines solchen Biomarkers im Blut bietet
sich dabei nicht zuletzt aufgrund der routinemafig durchgefihrten Blutentnahme an. Die bis-
her bereits in der klinischen Routine verwendeten Zytokine wie IL-6 und IL-8 sind dabei hin-
sichtlich Sensitivitat und Spezifitat limitiert (Wynn et al., 2014).

Zu dieser Problemstellung soll die vorliegende Arbeit einen Beitrag leisten, indem mehrere —
bisher nicht etablierte — Zytokine auf ihre potenzielle Funktion als diagnostischer Biomarker

getestet werden.

Der zweite Schwerpunkt dieser Dissertation soll auf den mdglichen Zusammenhangen zwi-
schen der Neugeborenensepsis und dem gastrointestinalen Mikrobiom der Neugeborenen
liegen. Gerade in den ersten Lebensmonaten ist das Mikrobiom noch sehr beeinflussbar durch
aulere Einwirkungen. Es finden sich zunehmend Belege fur den Einfluss des Mikrobioms bei
der Entstehung vor allem chronischer Erkrankungen wie Asthma bronchiale, Diabetes mellitus,
Adipositas und Chronisch-Entziindliche Darmerkrankungen. Wahrend einer neonatalen Sep-
sis ist das mogliche Zusammenspiel zwischen gastrointestinalen Bakterien einerseits und dem
menschlichen Korper andererseits jedoch noch weitgehend unerforscht. An diesen Punkt soll
diese Studie ansetzen und mittels 16s-DNA-Analysen phylogenetische Untersuchungen des
Mikrobioms wahrend der ersten Lebenstage vornehmen. Ziel ist die Ermittlung und Quantifi-
zierung potenzieller Veranderungen in der Mikrobiomzusammensetzung, die durch eine sys-

temische Infektion bedingt sein kdnnten.



2 Literaturdiskussion

2.1 Die Neugeborenensepsis

Die internationale Forschung zum Thema Neugeborenensepsis unterliegt einigen schwierigen
Grundbedingungen. Zum einen ist es nach wie vor nicht gelungen, eine einheitliche, weithin
anerkannte Definition aufzusetzen (Wynn et al., 2014, Strunk et al., 2024). Zum anderen ist
nur ein Bruchteil der Erkrankungen durch eine positive Blutkultur nachzuweisen, sodass der
Grolteil der antibiotischen Behandlungen als sog. ,culture-negative sepsis* erfolgt (Fjalstad et
al., 2016).

Die Ausfihrungen im Folgenden sind unter diesen beiden Gesichtspunkten zu betrachten.

Unter ,Sepsis” ist im Folgenden stets die Neugeborenensepsis gemeint.

2.1.1 Definition der Neugeborenensepsis

Eine grundlegende Einteilung der Neugeborenensepsis erfolgt nach dem Zeitpunkt des Auf-
tretens der Erkrankung. Zum einen ist dies die Early-Onset-Sepsis, im folgenden EOS abge-
kurzt. Diese wird Uberwiegend definiert durch einen Krankheitsbeginn max. 72 h nach Geburt.
Zum anderen die Late-Onset-Sepsis, folglich definiert durch ein Auftreten spater als 72 h nach
Geburt (LOS). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Bild der EOS. Neben der zeitli-
chen Unterteilung unterscheiden sich EOS und LOS vor allem durch unterschiedliche Infekti-
onswege und daraus resultierend unterschiedlichen Erregerprofilen. Wahrend die EOS nor-
malerweise durch ein perinatales Geschehen entsteht, steht bei der LOS eine nosokomiale

Atiologie im Vordergrund.

2.1.2 Epidemiologie der Neugeborenensepsis

Die Inzidenz der kulturgesicherten Neugeborensepsis liegt in der westlichen Hemisphare bei
ca. 0,8 bis 1,0 pro 1.000 Lebendgeburten (Schrag et al., 2016, Fjalstad et al., 2016, Stoll et
al., 2011). Erwadhnenswert ist hierbei, dass zwar die Inzidenz der GBS-Sepsis gesenkt werden
konnte, dies aber auf die Gesamtinzidenz von Sepsitiden keinen Einfluss hatte (Schrag et al.,
2016). In einer neueren prospektiven Kohortenstudie bestéatigten sich diese Zahlen mit 1,08
Fallen pro 1.000 Lebendgeburten (Stoll et al., 2020). Dabei zeigten sich grol’e Unterschiede

je nach Schwangerschaftswoche (SSW), wie der folgenden Darstellung zu entnehmen ist:

SSW Anzahl Pathogennach- Inzidenzrate (1 pro 1.000
weis/Anzahl Probanden Lebendgeburten)

22-38 67/3.628 18,47

29-33 50/8.056 6,21

34-36 14/19.195 0,73

> 37 104/185.970 0,56

Tabelle 1: Inzidenz pro 1.000 Lebendgeburten der EOS nach Gestationsalter aufgeschliisselt in den USA wéh-
rend der Jahre 2015-2017 (Stoll et al., 2020)



Allen Studien zur Neugeborenensepsis ist ein Grundproblem gemein: das Fehlen einer ein-
heitlichen Definition abseits der durch eine positive Blutkultur gesicherten Sepsis (Wynn et al.,
2014). Dies hat zur Folge, dass die Diagnosezahlen der kulturpositiven bzw. kulturnegativen
Sepsitiden deutlich voneinander abweichen — die Verhaltnisse reichen von 1:6 bis 1:16
(Klingenberg et al., 2018).

2.1.3 Atiologie der Neugeborenensepsis

Die beiden haufigsten Erreger der EOS sind GBS und Escherichia coli (E. coli) (Stoll et al.,
2020, Schrag et al., 2016). Dabei zeigt sich eine deutliche Aufteilung dieser beiden Erreger je
nach Gestationsalter der Neugeborenen. Unter Reifgeborenen Uberwiegen GBS deutlich,
wahrend Frihgeborene haufiger von E. coli betroffen sind (Schrag et al., 2016, Stoll et al.,
2011, Weston et al., 2011). Besonders deutlich zeigt sich dieser Befund in einer norwegischen
Studie, die nur Reifgeborene eingeschlossen hat und annahernd keine Falle von E. coli-Infek-
tionen dokumentiert hat (Fjalstad et al., 2016). Weitere Bakterien, die die EOS hervorrufen
koénnen, sind u. a. Streptococcus viridans, Enterokokken, Staphylococcus aureus, und Haemo-
philus influenzae. In einer Studie aus 2020 hat E. coli mittlerweile mit 35,3 % einen groferen
Anteil an allen Fallen als GBS (29,8 %), wobei sich auch hier klare Unterschiede bzgl. des
Gestationsalters zeigen (Stoll et al., 2020). Sehr selten kénnen auch Viren und Pilze eine Rolle
spielen (Stoll et al., 2011, Schrag et al., 2016, Fjalstad et al., 2016, Stoll et al., 2020).

Die Infektion selbst geschieht entweder noch intrauterin Uber die Plazenta bzw. durch aufstei-
gende Erreger oder wahrend des Geburtsvorgangs beim Durchtritt durch den Geburtskanal,
der mit den entsprechenden Bakterien besiedelt ist. Zweiteres wird als vertikaler Ubertra-
gungsweg von Mutter zu Kind bezeichnet (Shane et al., 2017). Es sei erwahnt, dass diese
vertikale Ubertragung von Bakterien auch als relevant fiir die Entwicklung des physiologischen

Mikrobioms gesehen wird (Ferretti et al., 2018).

2.1.4 Risikofaktoren und Diagnostik der Neugeborenensepsis

Die relevantesten Risikofaktoren der Neugeborenensepsis sind maternales Fieber vor bzw.
wahrend der Geburt, vorzeitiger Blasensprung, eine mdgliche GBS-Besiedlung der Mutter und
das Gestationsalter (Zemlin et al., 2019, Puopolo et al., 2011, Stoll et al., 2020). Eine Diagnose
der Neugeborenensepsis erfolgt — wie bereits erwahnt — entweder durch eine positive Blutkul-
tur oder Liquorprobe oder durch eine Kombination klinischer und laborchemischer Parameter.
Problematisch bei den Blutkulturen ist die Verzégerung zwischen Abnahme und Befundergeb-
nis, da innerhalb dieses Zeitraums flir gewohnlich die Entscheidung fir oder gegen eine anti-
biotische Therapie getroffen wird. Eine retrospektive Studie aus Belgien, die Coagulase-nega-
tive Staphylokokken miteinschloss, ermittelte eine mediane Zeit bis zum positiven Befund (time
to positivity) von Blutkulturen bei Verdacht auf EOS oder LOS von 22 Stunden. Bei Verdacht
3



auf EOS waren 9,1 % der Blutkulturen positiv. Die Differenz bei Gram-negativen und -positiven
Bakterien lag bei 11,17 h zu 23,59 h fur EOS und LOS zusammen betrachtet (Guerti et al.,
2011).

Das klinische Erscheinungsbild der erkrankten Neugeborenen kann sehr variieren und zeigt
Uberschneidungen mit anderen Erkrankungen in der Neugeborenenphase. Es zeigen sich
eher unspezifische Symptome wie Trinkschwache, Tachy- bzw. Bradykardie, Tachy- bzw.
Bradypnoe, Dyspnoe, Zittern, ein grauliches Hautkolorit und eine deutlich verlangerte Reka-
pillisierungszeit iber zwei bzw. drei Sekunden.

Wynn et al. bestatigen diese Vielfalt an klinischen Symptomen und deren unterschiedliche
diagnostische Verwendung je nach Krankenhaus und Studie (Wynn et al., 2014). Differential-
diagnosen kénnen so nur unter erschwerten Bedingungen bewertet werden.

Als Bestandteil der Laboranalytik sind meist ein inflammatorischer Biomarker oder bestimmte
Aspekte des Differentialblutbildes vorhanden. Am haufigsten sind hierbei das C-reaktive-Pro-
tein (CRP), das Procalcitonin, die Interleukine 6 und 8 sowie die Leukozytenzahlen bzw. ge-
nauer die Zahl der neutrophilen Granulozyten (Zemlin et al., 2019). Diese weisen zum Telil
sehr unterschiedliche Werte bei den statistischen Gutekriterien auf — sowohl die verschiede-
nen Biomarker untereinander als auch dieselben Biomarker in verschiedenen Untersuchun-
gen. So konnten Chauhan et al. fUr das in Mainz verwendete IL-6 eine Spezifitdt von ca. 63 %
und eine Sensitivitat von 100 % in ihrem Review ausmachen, wahrend sich im Review von
Iroh Tam et al. eine Spanne von 70-100 % Spezifitat und 74-83 % Sensitivitat ergab (Chauhan
et al., 2017, Iroh Tam and Bendel, 2017).

Um die Entscheidung einer empirischen antibiotischen Therapie zu unterstitzen, existiert ein
aus den USA stammender Risikorechner, der maternale Risikofaktoren sowie das klinische
Befinden der Neugeborenen beriicksichtigt — Laborparameter hingegen sind nicht enthalten

(http://kp.org/eoscalc, zuletzt aufgerufen am 11.10.2024).

2.1.5 Therapie und Pravention der Neugeborenensepsis

Die deutsche S2k-Leitlinie ,Bakterielle Infektionen bei Neugeborenen® der Arbeitsgemein-
schaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgemeinschaften gibt keine eindeutige Emp-
fehlung zu bestimmten Antibiotika als empirische Therapie (Zemlin et al., 2019). Als Beispiel
fur eine weit verbreitete Kombination wird Ampicillin plus Gentamicin fiir die EOS angegeben
und im weiteren auf die konkreten Bedingungen vor Ort verwiesen (lokale Resistenzen, Risi-
kofaktoren etc.) (Zemlin et al., 2019).

Das britische Pendant, das National Institute for Health and Clinical Excellence, nennt hinge-
gen die Kombination von Penicillin G plus Gentamicin unter Berlcksichtigung lokaler Resis-
tenzen als erste Wahl (Health, 2012). Zwei weitere amerikanische Reviews empfehlen die
Kombination von Ampicillin plus Gentamicin in Kombination mit einer supportiven Therapie

(z. B. FlUssigkeitssubstitution). Als Zeitpunkt zur Reevaluation der Antibiotikatherapie gelten
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36 bzw. 48 Stunden (Simonsen et al., 2014, Shane et al., 2017). Zusammenfassend sind im
internationalen Vergleich eine Kombination aus einem Penicillin-(Derivat) + Gentamicin unter

Berucksichtigung individueller Faktoren Mittel der Wahl in Bezug auf die antibiotische Thera-

pie.

Praventionsansatze richten sich bisher stets gegen die Gruppe-B-Streptokokken. Etabliert ist
die Intrapartale Antibiotikaprophylaxe (IPA). Hierbei gibt es zwei Modelle: ein generelles
Screening aller Schwangeren auf GBS-Besiedlung oder ein risikobasiertes Vorgehen. In
Deutschland wird Ersteres empfohlen sowie bei positivem Screeningergebnis die erste Antibi-
otikagabe mittels Penicillin G als Mittel der Wahl bei Wehenbeginn bzw. bei Blasensprung.
(Franz et al., 2017). Das risikobasierte Vorgehen hingegen, wie z. B. in Gro3britannien emp-
fohlen, empfiehlt einen GBS-Abstrich nur bei Vorliegen von Risikofaktoren, wie z. B. erhdhte
Temperatur der Mutter oder vorzeitigem Blasensprung (Gynaecologists, 2017)

Neben der IPA stellt die maternale Impfung gegen S. agalactiae einen vielversprechenden
Praventionsansatz dar. Diese ist jedoch noch nicht in der klinischen Routine etabliert, sondern
Gegenstand der Forschung. Einerseits wird durch eine solche Impfung ein langerfristiger
Schutz der Neugeborenen angestrebt. Andererseits ware die Distribution einfacher und mog-
liche Antibiotikaresistenzen wirden kein Problem mehr darstellen (Chen et al., 2013). Ein wei-
terer Vorteil der Impfung ware, dass keine peripartalen Zeitfenster zu berticksichtigen waren,
wie es bei der IPA der Fall ist. So zeigten beispielsweise Bianco et al. eine deutlich verringerte
Effektivitat der IPA, wenn die Gabe weniger als vier Stunden vor Geburt erfolgte (Bianco et al.,
2016). Derzeit befindet sich ein mdglicher Impfstoff in der Auswertung, zu dem vielverspre-
chende Zwischenergebnisse mit einer Reduktion der GBS-Erkrankungen publiziert werden
konnten (Madhi et al., 2023).

2.2 Das neonatale Mikrobiom
Im Folgenden soll der aktuelle Forschungsstand im Bereich des Mikrobioms wiedergegeben
werden. Beim Begriff ,Mikrobiom* handelt es sich nachfolgend stets um das Mikrobiom (bzw.

Bakteriom) des Gastrointestinaltraktes (GIT).

2.2.1 Zusammensetzung des Mikrobioms

Lange galt die Vermutung, dass die Zahl der bakteriellen Zellen im menschlichen Kdrper um
den Faktor 10 héher als die der humanen Zellen ist (Luckey, 1972). Mittlerweile wird dieses
Verhaltnis eher in der GréRenordnung von 1,3:1 angegeben (Sender et al., 2016, Rosner,
2014). Die Anzahl der Bakterien nimmt dabei von oral nach aboral exponentiell zu und erreicht
im Kolon ca. 10" colony forming units/ml (O'Hara and Shanahan, 2006) — s. Abb. 1. Dadurch

nimmt das Kolon den gréfiten Stellenwert in der Erforschung des Mikrobioms ein.
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Abbildung 1: Bakterienverteilung im GIT

(Cresci and Bawden, 2015)

Die Zusammensetzung des Mikrobioms wird flr gewohnlich auf Phylum- und Genusebene
betrachtet.

Im Jahr 2014 konnten knapp uber 1.000 Spezies im GIT identifiziert werden — davon 957 Bak-
terien (Rajilic-Stojanovi¢ and de Vos, 2014).

Eine Studie von Arumugam et al. aus dem Jahr 2011 hat die Einteilung des Mikrobioms in drei
sogenannte Enterotypen vorgeschlagen (Abbildung 2). Charakterisiert sind diese Enterotypen

durch die jeweilige relative Dominanz einer Bakteriengattung (Arumugam et al., 2011).

1. Enterotyp B: Dominanz von Bacteroides
2. Enterotyp P: Dominanz von Prevotella

3. Enterotyp R: Dominanz von Ruminococcus

Wichtig zu erwahnen ist, dass sich keine Zusammenhange zu Geschlecht, Alter oder Herkunft
zeigen lielRen. In Abbildung 2 wird die jeweilige relative abundance der gesunden, erwachse-
nen Probanden der drei Genera veranschaulicht. Dabei gehéren Bacteroides und Prevotella
dem Phylum der Bacteroidetes an, Ruminococcus dem der Firmicutes. Die nachsten beiden

Phyla Actinobacteria und Proteobacteria erreichen deutlich geringere Zahlen.
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Abbildung 2: Dominanz der Genera in den 3 Enterotypen, griin = Bacteroides, rot = Prevotella, blau = Ruminococ-
cus, y- Achse mit prozentualem Anteil der reads

(Arumugam et al., 2011)

Neben der taxonomischen Unterschiede konnten auch Unterschiede auf funktioneller Ebene
gezeigt werden. So war bei dem von Bacteroides gepragten Enterotyp der Biotinsyntheseweg
Uberreprasentiert, bei dem Enterotyp Prevotella der Thiaminsyntheseweg und bei Enterotyp
Ruminococcus der Hdmsyntheseweg.

In spateren Untersuchungen zeigte sich oftmals ein ahnliches Bild in den unterschiedlichen
Zusammensetzungen des Mikrobioms.

Wu et al. stellten zwei Cluster fest: jeweils mit Prevotella und Bacteroides als dominierende
Genera und zusatzlich Ruminococcus als untergeordnetem Genus insbesondere in der von
Bacteroides dominierten Variante. Zusatzlich konnte ein starker Zusammenhang zu Ernah-
rungsgewohnheiten hergestellt werden: Probanden mit dem Enterotyp Bacteroides nahmen
eine tierbasierte protein- und fettreiche Ernahrung zu sich, diejenigen mit dem Enterotyp Rum-
inococcus vor allem eine kohlenhydratbasierte. Bei Umstellung der Ernahrung anderte sich
zwar die Zusammensetzung, die Enterotypen-Dominanz wurden aber beibehalten (Wu et al.,
2011). Eine Studie, die das Mikrobiom von Populationen aus den USA, Venezuela und Malawi
verglich, bestatigte die Wichtigkeit von Bacteroides und Prevotella — eine Gruppenzuteilung zu
den bereits genannten Enterotypen war jedoch nicht méglich (Yatsunenko et al., 2012).
Dieselben drei Enterotypen wie bei Arumugam et al. konnten von Zhou et al. bei 236 Proban-
den aus dem Human Microbiome Project konstatiert werden (Zhou et al., 2014) und wurden
ebenso in einer flamischen Population nachgewiesen (Falony et al., 2016).

Betrachtet man die a-Diversitat der Enterotypen, fallt der Enterotyp Ruminococcus mit der ta-
xonomisch und funktionell gréRten Diversitat auf (Costea et al., 2018).

Huse et al. hingegen zeigten, dass auf Ebene der operational taxonomic units (OTU) die Gren-
zen zwischen unterschiedlichen Enterotypen kaum noch vorhanden sind, auch wenn Bactero-
ides-OTUs am haufigsten vorkamen (Huse et al., 2012).

Es lasst sich zusammenfassen, dass aufgrund der enorm grof3en Variabilitdt und der hohen
Zahl an méglichen Einflussgréfien die Einteilung des Mikrobioms in feste Gruppen nicht még-
lich ist, auch wenn sich eine Tendenz hin zu ,praferierten Zusammensetzungen — mit Bacte-
roides und Prevotella als Hauptgenera — feststellen lasst (Costea et al., 2018, Liang et al.,
2017, Zupancic et al., 2012, Bartsch et al., 2023).
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Eine andere Vorgehensweise wahlten Lloyd-Price et al., die das gesunde Mikrobiom vor allem
anhand seiner Funktionen definieren — unabhangig von der konkreten Spezies, die diese er-
fullen (LIoyd-Price et al., 2016). Kernfunktionen sind hierbei einerseits die Produktion kurzket-
tiger Fettsduren aus Ballaststoffen (short chain fatty acids — SCFA) als eine wichtige Energie-
quelle des Kolonepithels und andererseits die Verwertung von Glycosaminoglycanen (Flint et
al., 2012, Abubucker et al., 2012) — bei letzterem spielten Vertreter der Bacteroidesspezies
eine fuhrende Rolle (Turnbaugh et al., 2009).

Der bisherigen Mikrobiomforschung liegt eine Verzerrung der Daten in der Hinsicht zugrunde,
dass die Uberwiegende Zahl der Probanden aus Landern mit westlicher Erndhrungs- und Le-
bensweise stammt. Exemplarisch zeigt sich dies bei den Untersuchungen von Yatsunenko et
al., die einen groRen Unterschied zwischen der Population aus den USA einerseits und aus
Venezuela bzw. Malawi andererseits ausmachten, wie in Abbildung 3 dargestellt ist
(Yatsunenko et al., 2012).
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Abbildung 3: B-Diversitét mittels multidimensionaler Skalierung der UniFrac-Distanz zw. drei Populationen aus
Malawi, Venezuela und den USA

(Yatsunenko et al., 2012)

2.2.2 Entwicklung des neonatalen Mikrobioms und seine Einflussfaktoren

Das gastrointestinale Mikrobiom unterscheidet sich zum Zeitpunkt der Geburt noch deutlich
von dem eines Erwachsenen. Bereits im Laufe der ersten Lebensjahre gleicht sich die Zusam-
mensetzung jedoch immer mehr dem adulten Mikrobiom an.

Im Folgenden soll diese Entwicklung und die darauf Einfluss nehmenden Faktoren vorgestellt
werden. Unbestritten ist dabei die Rolle der postnatalen Faktoren, wohingegen die Existenz

einer pranatalen Besiedlung unklar ist.



2.2.2.1 Diskussion einer pranatalen Kolonisation

Mehrere Arbeitsgruppen fanden durch DNA-Sequenzierungen Hinweise zur Existenz von Bak-
terien in Nabelschnurblut, der Plazenta oder im Fruchtwasser, wobei der Nachweis vollstandi-
ger, lebensfahiger Bakterien nicht gelang (Satokari et al., 2009, Aagaard et al., 2014, Oh et
al., 2010, Stout et al., 2013, Jiménez et al., 2005).

Weitere Studien stellten jene Ergebnisse in Frage, da es sich aufgrund der sehr geringen An-
zahl auch um eine Kontamination bei Probenentnahme handeln kénnte (Lauder et al., 2016,
Lim et al., 2018).

Ein ausflhrliches Review von Perez-Mufoz et al. kam zu dem Ergebnis, dass die Datenlage
noch zu schwach sei, um von einer pranatalen Kolonisation ausgehen zu kénnen (Perez-
Mufoz et al., 2017), sodass die wissenschaftliche Aufarbeitung und Diskussion weiter anhalt
(Blaser et al., 2021).

2.2.2.2 Einfluss durch Geburtsmodus

Groler Einflussfaktor auf die Entwicklung des Mikrobioms ist der Geburtsmodus — vaginal oder
per Sectio caesarea (CS). Bei einer Entbindung per Kaiserschnitt umgeht das neugeborene
Kind den natirlichen Geburtstrakt, wo es normalerweise in Kontakt mit der Vaginalflora der
Mutter kommt. Besonders relevant erscheint dies angesichts der Tatsache, dass der Kaiser-
schnitt mittlerweile mit einigen unerwinschten Entwicklungen der Kinder in Verbindung ge-
bracht wird — darunter Asthma bronchiale, Adipositas und Allergien. Das Mikrobiom scheint
hierbei eine Rolle zu spielen (Sevelsted et al., 2015, Magne et al., 2017).

Die Vaginalflora ist gepragt durch Bakterien aus dem Genus der Lactobacillae (Ravel et al.,
2011), die zur Milchfermentation fahig sind und damit bei der Verdauung von Muttermilch eine
wichtige Rolle spielen.

Eine Studie aus 2010 Fallzahl konnte zeigen, dass das Mikrobiom von natirlich entbundenen
Kindern der Vaginalflora ihrer Mitter sehr stark ahnelt, wahrend das von per Kaiserschnitt
entbundenen deutlich gréliere Unterschiede im Vergleich zur Hautflora der Mutter aufweist.
Zudem konnte bei den Neugeborenen kein Unterschied in der bakteriellen Zusammensetzung
von Haut-, Mund-, Nasal- und Darmflora nach Geburt festgestellt werden — die Differenzierung
nach Korperstelle erfolgte also erst postnatal (Dominguez-Bello et al., 2010).

In einer weiteren Studie wird nicht Lactobacillus als wichtigstes Genus bei vaginal entbunde-
nen Neugeborenen genannt, sondern Enterococcus, Escherichia/Shigella, Streptococcus und
Rothia — allesamt Bakterien eines eher aeroben Milieus (Backhed et al., 2015).

Chu et al. hingegen konnten in Bezug auf den Geburtsmodus nur einen kleinen Unterschied
in der Zusammensetzung und keinen Unterschied in den exprimierten Funktionen im Alter von
sechs Wochen zeigen (Chu et al., 2017).

Der Versuch, durch Ubertragung von Vaginalsekret die Zusammensetzung des Mikrobioms
bei Sectio-Kindern derjenigen von vaginal geborenen anzupassen, gelang bereits und es gibt
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Hinweise, dass die neurologische Entwicklung positiv beeinflusst werden kann (Dominguez-
Bello et al., 2016, Zhou et al., 2023).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Grolf3teil der Untersuchungen darauf hindeutet,
dass CS-geborene Kinder eine insgesamt niedrigere Diversitat und ein geringeres Auftreten

von Bifidobacterium, Lactobacillus und Bacteroides zeigen (Kim et al., 2019).

2.2.2.3 Einfluss durch Ernahrung

Die frihestmogliche Form, in der sich Erndhrung auf die Entwicklung des Mikrobioms auswir-
ken kann, ist die Versorgung des Neugeborenen entweder mit Muttermilch oder Formulanah-
rung. Im spéateren Lebensverlauf sind die Unterschiede insbesondere durch die verschiedenen
Essgewohnheiten in geographisch unterschiedlichen Regionen gepragt.

Die Weltgesundheitsorganisation empfiehlt Muttermilch als ausschlie3liche Ernahrung fur Kin-
der bis zum sechsten Lebensmonat und bis zum zweiten Lebensjahr als Teilkost (Michaelsen
et al., 2000).

Galt friher die Annahme, dass Muttermilch steril sei, konnten mittlerweile Bakterien darin
nachgewiesen werden (Fitzstevens et al., 2017). Die haufigsten Genera sind Staphylococcus,
Streptococcus, Bifidobacterium und Lactobacillus (Jost et al., 2013, Heikkila and Saris, 2003).
Ahnlich zum gastrointestinalen Mikrobiom wandelt sich auch die bakterielle Zusammenset-
zung von Muttermilch. Mit fortschreitender Zeit kommen zu den o. g. Bakterien solche hinzu,
die typisch fur die Mundflora sind — z. B. Veillonella und Prevotella (Cabrera-Rubio et al., 2012).
Muttermilch wird sowohl eine pro- als auch prabiotische Funktion zugeschrieben; probiotisch,
da lebensfahige, die Gesundheit des Darmtrakts beglinstigende Bakterien enthaltend und pra-
biotisch durch die Férderung von deren Proliferation im GIT (Kim et al., 2019, Moossavi et al.,
2018). Albenberg und Wu verallgemeinern fur den Unterschied zwischen Muttermilch und For-
mulaernahrung, dass bei gestillten Kinder mehr aerobe und bei nicht-gestillten mehr anaerobe
Bakterien im GIT zu finden sind. Zudem seien bei der Erndhrung mit Muttermilch mehr Bi-
fidobacteria vertreten (Albenberg and Wu, 2014). Eine Dominanz von Bifidobacteria im ersten
Lebensjahr konnten auch Yatsunenko et al. zeigen (Yatsunenko et al., 2012). Der starke Ein-
fluss der Erndhrung mit oder ohne Muttermilch zeigte sich auch bei Backhed et al (Backhed et
al., 2015). Aulerdem bestatigten Stewart et al., dass Muttermilch der starkste Einflussfaktor
bzgl. der Mikrobiomentwicklung im ersten Lebensjahr zu sein scheint. Das Mikrobiom von ge-
stillten Kindern ist vor allem Bifidobacteria zuzuordnen, wohingegen bei nicht-gestillten Kin-
dern E. coli am haufigsten vorkam (Stewart et al., 2018).

Die prabiotische Rolle wird vor allem den in der Muttermilch enthaltenen unverdaulichen Oli-
gosacchariden (human milk oligosaccharides — HMO) zugeschrieben (Albenberg and Wu,
2014, Tamburini et al., 2016). In vitro zeigte sich eine positive Wirkung von HMOs auf die

Genera Bifidobacteria und Bacteroides, die diese besonders gut verwerten kébnnen (Marcobal
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et al., 2010). Hierzu konnten mittlerweile einige passende Genloci gefunden werden (Marcobal
and Sonnenburg, 2012, O'Callaghan and van Sinderen, 2016).

Besonders Bifidobacterium scheint einen positiven Einfluss auf die Gesundheit zu besitzen:
So konnte im Labor aus Kinderstuhl extrahierten Bifidobacteria eine antipathogene Aktivitat
nachgewiesen werden (Liévin et al., 2000). In einer Mausstudie konnte ein Zusammenhang
zwischen der vermehrten Acetatproduktion von Bifidobacteria — als Produkt der HMO-Verwer-
tung — und einem starkeren Schutz gegenliber enterohdmorrhagischen E. coli gezeigt werden
(Fukuda et al., 2011). Unter klinischen Bedingungen zeigte der Einsatz von Bifidobacteria als
Probiotikum bei der Pravention der Nekrotisierenden Enterocolitis unter Friihgeborenen eine
positive Wirkung (Patole et al., 2016). Dies konnte jedoch bei einer aktuelleren Studie nicht
bestatigt werden — auch wenn der Trend zu einer Eubiose beférdert werden kann (Van
Rossum et al., 2024).

Auch nach der Neugeborenenphase behalt die Art der Ernahrung einen starken Einfluss auf
die Entwicklung des Mikrobioms. Beispielhaft zeigten Maier et al. den Einfluss der Kohlenhyd-
rate auf die Zusammensetzung des Mikrobioms. So veranderte sich diese bei vermehrter Er-
nahrung mit vom Menschen nicht verdaubarer Starke (resistente Starke) zu einem erhdhten
Vorkommen von Firmicutes im Vergleich zu Bacteroidetes (Maier et al., 2017). Ein ahnlicher
Einfluss von resistenter Starke konnte bereits zuvor in einer Studie von Walker et. al gezeigt
werden (Walker et al., 2011).

Die bereits erwahnte Studie von Yatsunenko et al. verglich drei Populationen aus den USA,
dem Amazonas und einer landlichen Region in Malawi. Durch die sehr unterschiedlichen Er-
nahrungsgewohnheiten der Menschen lasst sich deren Einfluss auf die Auspragung des Mik-
robioms nachvollziehen, auch anhand der genetisch kodierten Funktionen des Mikrobioms.
Beim Vergleich innerhalb der Gruppe von mit Muttermilch ernahrten Kindern war zunachst das
Mikrobiom von Kindern aus den USA mit weniger Enzymen zur Verwertung von HMOs aus-
gestattet. Dieser Unterschied verkehrt sich mit steigendem Alter und damit einhergehenden
Veranderungen der Erndhrung: In den USA herrscht ein grolies Angebot an Fleisch und Milch,
wahrend in Malawi und Venezuela die Kost vor allem pflanzenbasiert ist. Ein weiterer Unter-
schied zeigte sich in der Urease-Kodierung, die in Malawi und Venezuela deutlich starker aus-
gepragt war und vermutlich der Synthese von Ammonium fiir essenzielle Aminosauren dient.
Zusammengefasst zeigte sich der Trend, dass es grof3e Unterschiede zwischen dem US-ame-
rikanischen Mikrobiom und dem der anderen beiden Populationen gab, die sich aufgrund der
verschiedenen Auspragung der Enzymkodierung gut mit den Ernahrungsgewohnheiten — tier-
vs. pflanzenbasiert — assoziieren lieen (Yatsunenko et al., 2012).

Eine zweite Studie, die die westlich gepragte Ernahrungsweise mit der aus weniger entwickel-
ten Landern verglich, kam zu ahnlichen Ergebnissen. Bei einer Gegenuberstellung von Kin-
dern aus ltalien und Burkina Faso im Alter von 1-6 Jahren zeigten sich signifikante Unter-

schiede bei der Gewichtung von Firmicutes bzw. Bacteroidetes im Mikrobiom. Erstere waren
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bei den italienischen Kindern deutlich starker reprasentiert, zweitere bei den burkinischen, wie
in Abb. 4 zu sehen ist (De Filippo et al., 2010).
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Abbildung 4: Anteile der Phyla an den Sequenzen

BF = Kinder aus Burkina Faso; EU = Kinder aus Italien
(De Filippo et al., 2010)

Die Unterschiede in der Erndhrung der beiden Populationen zeigten sich abermals in der Ge-
wichtung von tierischen Proteinen und Fetten sowie der Gesamtkalorienzufuhr, die bei den
italienischen Kindern deutlich héher war. Damit einhergehend zeigte sich eine signifikant ho-
heren Konzentration an SCFAs unter den burkinischen Kindern.

Die wichtige Rolle von Ballaststoffen bei der Erholung des Mikrobioms nach einem Stresser-
eignis und auch scheinbar bei Aminosauren im GIT konnte auch bei einer kontrollierten Studie

von Tanes et al. nachgewiesen werden (Tanes et al., 2021).

2.2.2.4 Einfluss von Antibiotika

Der Einfluss von Antibiotika auf das Mikrobiom ist durch die bakterizide und/oder bakteriosta-
tische Wirkung offenkundig. Gerade in den ersten Lebensmonaten und -jahren ist dieser von
besonderer Bedeutung, da die Implikationen fiir die folgenden Jahre schwerwiegend sein kén-
nen. So sinkt durch die friihe Gabe von Antibiotika — gerade bei gestillten Kindern — die B-
Diversitat deutlich (Vatanen et al., 2018).

Der Einfluss beginnt bereits pranatal mit der Gabe von IPA. In einer longitudinalen Studie von
Azad et al. zeigt sich ein besonders starker Einfluss im Alter von 3 Monaten im Sinne eines
verringerten Reichtums an Bakterien. Stillen scheint wiederum als protektiver Faktor zu fun-
gieren (s. 0.) (Azad et al., 2016).

Wahrend mit fortschreitendem Alter die Diversitat normalerweise zunimmt, sorgte die Gabe
von Vancomycin, Ampicillin, Meropenem oder Cefepim bei Frihgeborenen fiir einen Ruick-

gang der Diversitat (Gasparrini et al., 2019).
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Besonders relevant ist bei der frihen Gabe von Antibiotika die Entwicklung von ,antibiotic re-
sistance genes” (ARG). Schon die Gabe von IPA zieht eine verstarkte Expression der ARGs
nach sich (Parnanen et al., 2018). In einer longitudinalen Studie von Yassour et al. fihrte bei
Kindern von 2 bis 36 Monaten die Gabe von Antibiotika zu einem — wenn auch hauptsachlich
vorubergehenden — Abfall des Reichtums und einem Anstieg der ARGs (Yassour et al., 2016).
Von besonderer Relevanz ist der Anstieg der ARGs im Kontext der neonatalen Intensivmedi-
zin, da das Mikrobiom von Frihgeborenen besonders anfallig fir Stérungen ist (Schwartz et
al., 2020).

Ein zweiter wichtiger Punkt bei der Gabe von Antibiotika in diesem Alter ist die Reifeverzége-
rung des Mikrobiom (age regression). Gemeint ist damit eine Zusammensetzung des Mikrobi-
oms, die einem jlingerem chronologischen Alter als dem eigentlichen des Kindes entspricht
(Schwartz et al., 2020).

Bokulich et al. zeigten bis zum Alter von 12 Monaten eine age regression durch Antibiotika mit
einer anschlieRenden Erholung (Bokulich et al., 2016). Bei Gasparrini et al., die Frihgeborene
untersuchten, dauerte es 15 Monate bis zur erneuten Angleichung der Mikrobiome (Gasparrini
et al., 2019).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Gabe von Antibiotika in den ersten Lebensmo-
naten tiefgreifenden Einfluss auf das Mikrobiom hat und die Entwicklung von Antibiotikaresis-

tenzen fordert.

2.2.3 Mikrobiom und neonatale Sepsis

Mittlerweile gibt es insbesondere in der Neonatologie viele Hinweise auf die protektive Rolle
eines ,gesunden“ Mikrobioms zur Verhinderung einer Sepsis — bzw. der Dysbiose als Risiko-
faktor fUr die Entstehung einer Sepsis (Adelman et al., 2020). Unter Dysbiose versteht man
dabei ein unglinstiges Verhaltnis von (potenziell) pathogenen und gesundheitsférdernden
Bakterien.

Der Schwerpunkt der bisherigen Forschung liegt dabei auf der LOS. Bei Friihgeborenen wurde
die LOS mit einem vermehrten Vorkommen von nicht obligat anaeroben Staphylokokken-Spe-
zies im GIT assoziiert (Shaw et al., 2015, Graspeuntner et al., 2018) — vor allem auf Kosten
von Bifidobacteria, die einer Verbesserung der epithelialen Barriere des Magen-Darm-Traktes
dienen (Ewaschuk et al., 2008). Passend zur hdheren Inzidenz der Neugeborenensepsis unter
Frihgeborenen sind deren GIT langer von nicht obligat anaerob lebenden Bakterien besiedelt
(Korpela et al., 2018). Auch im Mausmodell konnten Hinweise gefunden werden, die in die-
selbe Richtung deuten: So fiihrte die Dominanz von anaeroben Bakterien zu einer gréReren
Resistenz gegeniber einer LOS (Singer et al., 2019) und eine héhere a-Diversitat zu einem
besseren Uberleben. Zusatzlich scheint die erhdhte a-Diversitat in Zusammenhang mit einer
erhdhten CD4*-T-Zell-Antwort zu stehen (Fay et al., 2019, Cabrera-Perez et al., 2016). Auch

die humorale Immunantwort durch IgA-Antikérper wird durch das Mikrobiom beeinflusst
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(Wilmore et al., 2018). Die genaue Wechselwirkung zwischen Mikrobiom und Immunsystem
wahrend des Verlaufs einer Sepsis ist nach wie vor nur gering erforscht (Adelman et al., 2020).
Die Auswirkungen auf die Ausschittungen von Zytokinen sind noch nicht verstanden. In einem
Mausmodell flihrte eine Stuhltransplantation bei Pneumonie-erkrankten Mausen zu einer Re-
duzierung der Level von Tumornekrosefaktor Alpha (TNF-a) und IL-10 (Schuijt et al., 2016).
Auch Uber die Ernahrung mit prabiotischen Ballaststoffen liel3 sich das TNF-Level beeinflussen
(Morowitz et al., 2017).

Die bereits erwahnten SCFAs spielen bei der Immunmodulation ebenfalls eine Rolle:

Das von Bifidobacteria produzierte Acetat beispielsweise wirkte im Mausmodell protektiv ge-
gen E. coli (Fukuda et al., 2011). Butyrat, das von Clostridia und Faecalibacteria — beide hau-
fige Vertreter im GI — erzeugt wird, reguliert TNF-a und IL-6 (Parada Venegas et al., 2019).
Ein Uberblick Uiber die vielfaltigen Zusammenhange bietet folgende Grafik von Adelman et al
(Adelman et al., 2020).:
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3 Material und Methoden

Es handelt sich um eine unverblindete, kontrollierte, nicht-interventionelle, monozentrische Be-
obachtungsstudie mit explorativem Charakter, die im Zentrum fur Kinder- und Jugendmedizin
an der Universitadtsmedizin Mainz im Zeitraum von Marz 2018 bis Oktober 2019 durchgefihrt

wurde.

3.1 Studiendesign, Rekrutierung und Studienpopulation
In dem oben genannten Zeitraum wurden reifgeborene Kindern auf der Sauglingsstation und

Wochenbettstation am Universitatsklinikum Mainz konsekutiv eingeschlossen.

Einschlusskriterien waren:
o Errechnetes Gestationsalter > 36 + 6 SSW
. Altersentsprechende Entwicklung
. Spontangeburt oder per Sektio

o Schriftliche Einwilligung durch einen Elternteil

Ausschlusskriterien waren:

° Chirurgische Eingriffe

° Angeborene Stoffwechselerkrankungen
° Primare Chromosomenaberrationen
o Erhalt eines Impfstoffes

Patienten bzw. Erziehungsberechtige, die keine schriftliche Einwilligung erteilten, waren nicht
teilnahmeberechtigt. Die Studie stand im Einklang mit der Deklaration von Helsinki und wurde
mit Genehmigung der Ethikkommission der Arztekammer Rheinland-Pfalz durchgefihrt. Die

Rekrutierung erfolgte durch den Autor der Dissertationsarbeit.

Alle Kinder wurden tber den Zeitraum von 7 Tagen beobachtet. Der Geburtstag wurde als Tag
0 definiert. Im Anschluss erfolgte retrospektiv die Einteilung der Patienten in die Sepsisgruppe

und Kontrollgruppe.

Eine Einteilung in die Sepsisgruppe erfolgte entweder bei mikrobiologisch gesicherter Diag-
nose per Blutkultur oder bei Vorliegen von mindestens vier Punkten aus dem im Folgenden
aufgeflihrten Scoring-System, welches bereits zuvor in der Arbeitsgruppe Gehring verwendet
wurde (Kliewer, 2019). Um eine eindeutigere Einteilung zwischen Neugeborenen mit (wahr-

scheinlicher) Sepsis und gesunden vornehmen zu kdnnen, wurde die Anforderung im
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Vergleich zum urspriinglichen Score von drei auf vier Punkte erhoht. Die Kriterien, fir deren

Erflllung je ein Punkt vergeben wurde, lauten wie folgt:

¢ Kiinik eines reduzierten Allgemeinzustands (Trinkschwache, Zittern, blasses Hautkolo-
rit, Rekapillisierungszeit > 3 sec.)

o Leukozytose > 34/nl

o Leukozytopenie < 9,5/nl

e Hyper- oder Hypothermie: > 38,5° C bzw. < 36,0° C

e CRP > 10 mg/l und andere Laborparameter, die auf eine bakterielle Infektion hindeuten
kénnen (Erhéhung stabkerniger neutrophiler Granulozyten, Thrombozytopenie)

e Tachykardie > 190/min bzw. Bradykardie < 90/min

o Atmung (Dyspnoe, Tachypnoe, Atemunterstitzung > 30 min)

o Miutterliches Risiko (GBS-Nachweis, Infektionszeichen in Form von erhéhtem CRP,

Leukozyten, Temperatur, griines Fruchtwasser, Blasensprung > 18 h)

3.2 Entnahme der Stuhlproben

Die Gewinnung der Stuhlproben erfolgte Uber das Pflegepersonal der Stationen, auf denen
die Neugeborenen behandelt wurden. Bei jedem Windelwechsel sollten diese auf Stuhlgang
Uberprift werden und dieser zunachst bei -20 ° C im Gefrierschrank der Stationen fir max.
72 h gelagert werden. Im Anschluss wurden die Proben pseudonymisiert und im Labor der
Arbeitsgruppe fir padiatrische Immunologie und Infektiologie der Universitadtsmedizin Mainz

bei -80 ° C asserviert.

3.3 Entnahme der Blutproben

Far die Blutproben wurden keine zusatzlichen Blutentnahmen bei den Neugeborenen durch-
geflhrt. Es wurde auf die Uberstande der bereits entnommenen Proben, die im Zentrallabor
der Universitatsmedizin fur max. funf Tage bei 4 ° C gelagert wurden, zurickgegriffen. Die
ebenso pseudonymisierten Proben wurden fiir die dauerhafte Aufbewahrung in das Labor der
Arbeitsgruppe flr padiatrische Immunologie und Infektiologie der Universitatsmedizin Mainz
transportiert und dort bei -80° C eingefroren.

Die Proben sind definiert als eine Vollblutabnahme in ein Serum- oder Lithium-Heparin-Rohr-

chen.

3.4 Analyse der Stuhlproben

Die Analyse der in den Stuhlproben enthaltenen DNA erfolgte durch das Next-generation-se-
quencing-Verfahren (NGS) der 16s-DNA-Sequenzierung. Alle Stuhlproben jlinger als 48 h

wurden als Mekonium definiert. Fiir diese wurde ein Grenzwert von mindestens 200 reads
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festgelegt. Bei Stuhlproben alter als 48 h lag dieser bei = 5.000 reads. Auf Grundlage dieser
Grenzwerte wurden von 44 gesammelten Proben sieben von der Auswertung ausgeschlossen.
Zuséatzlich erfolgte die Analyse von zwei Negativkontrollen.

Die Stuhlproben wurden hinsichtlich der phylogenetischen Verteilung auf Phylum- und Genu-
sebene analysiert und es fand eine Berechnung der 6kologischen Diversitatsindizes Shannon-
Weaver-Index, Chao1-Index, Berger-Parker-Dominanzindex dbp und Simpson-Diversitatsin-

dex (1-D, mit D = Simpsonindex).

3.4.1 DNA-Extraktion
Die Extraktion der mikrobiellen RNA aus den Stuhlproben wurde auf Basis des QIAamp® Pow-
erFecal® Pro DNA-Kits der Firma Qiagen mit einigen Anpassungen der verwendeten Volu-

mina durch die Arbeitsgruppe Gehring durchgefihrt (s. Anhang).

3.4.2 Vorbereitung fur Sequenzierung
Die weitere Vorbereitung der Proben (Amplifizierung, Indexierung, Aufreinigung) fir die Se-
quenzierung erfolgte gemaf des Laborprotokolls der Arbeitsgruppe Gehring, das auf dem 16S

Metagenomic Sequencing Library Preparation von lllumina aufbaut (s. Anhang).

3.4.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde mit einem Miseq-Gerat von lllumina auf Basis des v2 Protokolls

mittels SBS-Chemie (sequencing by synthesis) durchgefiihrt (s. Anhang 8.1).

3.4.4 Zuordnung der Gensequenzen

Die taxonomische Zuordnung der aus dem NGS gewonnen bakteriellen genetischen Daten
erfolgte durch einen qualifizierten und geschulten Mitarbeiter der AG Padiatrische Immunolo-
gie und Infektiologie, Mainz. Es erfolgte eine Korrektur der unterschiedlichen ,read counts®
durch Rarefizierung. Die Zuordnung geschah auf Basis der SilvaNGS-Datenbank (www.arb-

silva.de; Lizenz: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.5 Analyse der Blutproben

Die Analyse der Blutproben erfolgte durch eine Durchflusszytometrie. Die Proben wurden flr
die Durchflusszytometrie durch eine Kopplung der zu messenden Inhaltsstoffe mit Farbstoffen

durch ein Cytometric Bead Array (CBA) vorbereitet.
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3.5.1 Probenvorbereitung

Die Blutproben wurden mit Hilfe des Cytometric Bead Arrays der Firma BD Biosciences fur die
Durchflusszytometrie vorbereitet. Zur Anwendung kam dabei das BD CBA Flex Set. Eine Stan-

dardreihe fur die Messparameter wurde gemaf Protokoll des Flex Sets vorbereitet.

3.5.2 Messung per Durchflusszytometrie

Nach Vorbereitung der Proben erfolgte die Messung der Parameter mit dem FACSCanto von

BD nach dem Prinzip der Durchflusszytometrie.

3.6 Gemeinsame Auswertung von Blut- und Stuhlproben

In die gemeinsame Auswertung der beiden Probenarten flossen nur von denjenigen Kindern
Proben ein, von denen sowohl Blut- als auch Stuhlproben existierten, die am selben Tag ent-

nommen wurden.

3.7 Materialien

Im Folgenden sind die Gerate und Verbrauchsmaterialien gelistet, die fir die Laborexperi-

mente verwendet wurden.

3.7.1 Gerate
Fir die Analyse der Blutproben wurden folgende Gerate genutzt:
Gerat Name Hersteller
Durchflusszytometer FACSCanto BD Biosciences; Heidelberg
Gefrierschrank Comfort Liebherr; Kirchdorf an der lI-
ler
Gefrierschrank (-80°C) Herafreeze Thermo Fisher Scientific;
Schwerte
Laborschiittler Reax2000 Heidolph Instruments;
Schwabach
Pipette (max. 20 pl) Research Eppendorf; Hamburg
Pipette (max. 200 ul) Reference Eppendorf; Hamburg
Pipette (max. 1000 ul) Reference Eppendorf; Hamburg
Zentrifuge Megafuge 1.0 RS Thermo Fisher Scientific;
Schwerte

Tabelle 2: Geriéte fiir die Analyse der Blutproben
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Fir die DNA-Messung der Stuhlproben fanden folgende Gerate Verwendung:

Gerat Name Hersteller

Gefrierschrank Comfort Liebherr; Kirchdorf an der II-
ler

Gefrierschrank (-80°C) Herafreeze Thermo Fisher Scientific;
Schwerte

PCR-Gerat Bioer Lifetouch Bioer, Hanghzhou, China

UV-Kamera UVsolo Biometra, Géttingen

Kugelmiihle TissueLyser I Qiagen, Hilden

DNA-Messgerat

Qubit 4 Fluorometer

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts

Tabelle 3: Geriéte fiir die Analyse der Stuhlproben

3.7.2 Verbrauchsmaterialien

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden fiir die Laborarbeiten mit den Blut- und Stuhlproben

verwendet:

Produkt

Hersteller

Human IL-1R Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human IL-6 Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human IL-8 Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human IL-10 Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human IL-12p70 Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human IL-13 Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human MCP-1 Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human TNF Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human IP10 Flex Set

BD Biosciences; Heidelberg

Human Soluble Protein Master Buffer Kit

BD Biosciences; Heidelberg

1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefalle

Eppendorf; Hamburg

15 ml und 50 ml Réhrchen

Greiner BioOne, Frickenhausen

FACS-Testrohrchen

BD Biosciences; Heidelberg

Pipettenspitzen

Starlab; Hamburg

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien fiir die Analyse der Blutproben

Produkt

Hersteller

DNeasy® PowerSoil® Pro Kit (250)

Qiagen, Hilden

Nuklease-freies- Wasser

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AMPure XP — magnetische Beads

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien

Agarose Standard fir DNA-Elektrophorese

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Qubit™ 1X dsDNA HS working solution

Life Technologies Corporation, Eugene,
Oregon

Ethidiumbromid [0,95 mg/ml]

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-
chusetts

MiSeg® v2 Reagent Kit

lllumina Inc., San Diego, Kalifornien

Nextera XT Index Kit

lllumina Inc., San Diego, Kalifornien

Nextera XT Index Kit Set D

lllumina Inc., San Diego, Kalifornien

PhiX Control v3

lllumina Inc., San Diego, Kalifornien

PCR-Mix-Kit KAPA Hifi Hotstart ReadyMix

Roche Diagnostics Deutschland GmbH,
Mannheim

Tabelle 5:Verbrauchsmaterialien fiir die Analyse der Stuhlproben
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3.8 Statistische Analysen und Datenmanagement

Die klinischen Studienparameter wurden Uber die klinikinterne Patientenverwaltungssoftware
SAP® (SAP SE, Walldorf, Deutschland) erfasst.

Die klinischen Parameter wurden mittels Excel® (Version 2201 Fa. Microsoft) aufgezeichnet.
Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe von SPSS Statistics® (Version 27 flir Windows,
Fa. IBM) durchgefihrt.

Zunachst erfolgte eine deskriptive Analyse der Daten. Bei kontinuierlichen Variablen erfolgte
zur Testung auf das Vorliegen einer Normalverteilung eine visuelle Analyse der Histogramme
und Q-Q-Plots sowie eine statistische Testung mittels Shapiro-Wilk- und Kolmogorov-Smirnov-
Test. In Abhangigkeit des Vorliegens einer Normalverteilung wurden die kontinuierlichen Vari-
ablen mittels Mittelwert (+/- Standardabweichung) oder Median (Quartile) dargestellt. Fur die
statistische Testung von Gruppenunterschieden zwischen den verschiedenen Stuhl- und Blut-
proben wurde aufgrund der Nicht-Normalverteilung bzw. der nicht metrischen Skalierung der
nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test (MWU) durchgefihrt.

Grundlage der statistischen Vergleiche war die mittlere relative Haufigkeit (relative abundance)
der Bakterien. Als Grenzwert zum Einschluss in die statistischen Analysen wurde fiir die Phyla
und Genera eine relative Haufigkeit von mindestens 1 % in mindestens einer Probe festgelegt.
Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden auf Genusebene nur diejenigen Genera statistisch ge-
testet, die Uber das gesamte Kollektiv hinweg eine mittlere relative Haufigkeit von mindestens
1 % aufwiesen.

Um die statistische Unabhangigkeit der Proben flir den MWU-Test zu gewahrleisten, wurden
diese auf Grundlage des Entnahmetages aufgeteilt: Die Gruppe ,Frih“ bestand aus Proben
der Tage 0 bis 2, Gruppe ,Spat* aus Proben der Tage 3 bis 5. Existierten innerhalb der Grup-
pen mehrere Proben von einem Kind, floss in Gruppe ,Frih“ die Probe vom jeweils friihesten
Tag und in Gruppe ,Spat” die Probe vom jeweils spatestens Tag in die Analysen mit ein.
Ebenfalls aus Grinden der statistischen Genauigkeit wurden die Korrelationsuntersuchungen
mittels Spearman nach Tagen getrennt durchgefuhrt.

Die Korrektur der p-Werte bei multiplem Testen erfolgte mit der false discovery rate (FDR)
durch das Benjamini-Hochberg-Verfahren. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festge-
legt. Fur die Korrektur von multiplen p-Werten, wurde das Erweiterungsbundle STATS_PAD-
JUST, Version 1.0.4 vom 03.02.2016, in SPSS installiert. Daflr notwendig war die Installation
des R-Plugins Version 3.6.
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4 Ergebnisse
4.1 Studienkollektiv

Es wurden 32 Kinder bzw. deren Eltern fur eine Studienteilnahme angesprochen. Von zwei
Elternpaaren wurde die Teilnahme abgelehnt. Bei einem Kind erfolgte der Ausschluss auf-

grund von Frihgeburtlichkeit. Folglich umfasste das analysierte Studienkollektiv 29 Proban-

den.

4.2 Allgemeine Parameter und Sepsisscore

Mittels des oben erwahnten Scoresystems wurden 21 Kinder in die Kontroll- und 8 Kinder in
die Sepsisgruppe eingeteilt. Die Verteilung der Scorepunkte zeigt sich wie folgt:

Haufigkeit

0 1 2 3 4 5 5

Scorepunkte

Abbildung 6: Verteilung der Scorepunkte unter den Probanden. Ab 4 Punkten wurde die Diagnose Sepsis gestellt.

Fir einen allgemeinen Uberblick tiber das Studienkollektiv wurden ausgewahlte klinische Pa-
rameter miteinander verglichen. Dabei zeigten sich ahnliche Verteilungen in der Sepsis- und

Kontrollgruppe.
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Sepsisgruppe Kontrollgruppe Gesamt
(n=28) (n=21) (n=29)
Q [%] 5 (62,5 %) 10 (47,6 %) 15 (51,7 %)
Geburtsgewicht [g] 3.440 [3.135; 3.490[2.785; 3.715]  3.480 [3.015; 3.690]
(Median) [25./75. P.] 3.612,5]
SSW (Median) 39+6 [39+2; 40+3] 40+0 [38+4; 40+4] 39+6
[25./75. P.]
Geburt per Sectio 0 23,8 17,2
(%)
Dauer der Antibiose 6 [4,5; 7] 3,5[2,75; 7] 51[3; 7]
in d (Median)
[25./75. P.]
Erhalt einer Antibi- 100 66,7 75,9
ose (%)
CRP-Wert [mg/dl] 19,5 [0; 57] 5,935 [0; 24] 9,81 [0;57]
(Mittelwert)
[Min./Max.]
IL-6-Wert [pg/ml] 946 [47,25; 39.489] 30 [12; 55,5] 46 [12; 396]
(Median) [25./75. P.]
Nabelschnur-pH 7,22 [7,15; 7,31] 7,25[7,21; 7,33] 7,25[7,19; 7,32]
(Median) [25./75. P.]
Positive Blutkultur 0 0 0

Tabelle 6: Klinische Parameter des Studienkollektivs. Bei CRP ein fehlender Wert, bei IL-6 drei fehlende Werte.

Um auf mégliche signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zu testen, wurde

ein MWU-Test durchgeflihrt. Dieser zeigte ausschliellich beim IL-6-Wert einen signifikanten

Unterschied.

MR Kontrollgruppe | MR Sepsisgruppe | Signifikanz
Geburtsgewicht 15,17 14,56 0,867
SSW [d] 14,62 16,00 0,864
Dauer d. Antibiose 9,86 14,38 0,254
CRP-Wert 12,48 19,56 0,114
IL-6-Wert 10,92 19,31 0,048
Nabelschnur-pH 12,76 9,83 0,588

Tabelle 7: Vergleich ordinaler bzw. metrischer Parameter mittels MWU-Test. MR = Mittlerer Rang, Signifikanz

nach FDR

4.3 Anzahl der Blutproben

Es wurden 33 Blutproben von 23 Patienten gesammelt. Davon konnten bei 30 Proben (Sepsis:
6, Kontrolle 24) von 21 Kindern erfolgreich Messungen durchgefiihrt werden. Nach Einteilung
der Proben in die Gruppen ,Frih* und ,Spat* wurden 25 Proben statistisch getestet. Die ge-

messenen Blutproben verteilten sich auf die Lebenstage folgendermalien:
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Haufigkeit

Geburtstag

Abbildung 7: Tagesverteilung der gemessenen Blutproben

Die Tagesverteilung der 25 getesteten Proben (83,3%) von 21 Kindern ist in Abbildung 8 dar-

gestellt.

Haufigkeit

Geburtstag

Tag der Probenentnahme

Tag der Probenentnahme

Tag der Probenentnahme

Abbildung 8: Tagesverteilung der statistisch getesteten Blutproben

Ein Uberblick liber Anzahl und Verteilung der Proben bietet die Tabelle 8.

Anzahl gesammelte
Blutproben

Anzahl gemessene
Blutproben

Anzahl getestete
Blutproben

33

30

25

Tabelle 8: Anzahl der Blutproben
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Von den 25 getesteten Proben stammten vier Proben (16%) von Kindern, die einen Sep-
sisscore von vier oder mehr aufwiesen und dementsprechend in die Sepsisgruppe eingeteilt
wurden — davon drei Proben in der Gruppe ,Friih* und eine Probe in der Gruppe ,Spat".

Haufigkeit

0 1 2 3 4 5

Scorepunkte

Abbildung 9: Verteilung der Scorepunkte unter den getesteten Blutproben. Ab einem Wert von 4 wurde die Diag-
nose Sepsis gestellt.

Sepsisgruppe Kontrollgruppe Gesamt

4 21 25
Tabelle 9: Verteilung der getesteten Blutproben

4.4 Anzahl der Stuhlproben

Von vier der 29 Kinder des Gesamtkollektivs konnten keine Stuhlproben gesammelt werden;
insgesamt wurden 44 Stuhlproben gewonnen. Es erfolgte der Ausschluss von sieben Proben
aufgrund einer nicht ausreichenden read-Anzahl in der 16s-DNA-Sequenzierung, sodass ins-
gesamt 37 Proben von 23 Kindern in die Analyse der Stuhlproben eingeschlossen wurden.
Nach Einteilung der Proben in die Gruppen ,Frih® und ,Spat‘ wurden 27 Proben statistisch
getestet.

Ein Uberblick (iber Anzahl und Verteilung der Proben bietet die Tabelle 10:

Anzahl gesammelte
Stuhlproben

Anzahl gemessene
Stuhlproben

Anzahl getestete
Stuhlproben

44

37

27

Tabelle 10: Anzahl der Stuhlproben
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Die Entnahme der gemessenen Proben verteilte sich auf die Lebenstage wie folgt:

Haufigkeit

Geburtstag 1 2 3 4 i#) 6] 7

Tag der Probenentnahme

Abbildung 10: Tagesverteilung der Stuhlproben

Die Tagesverteilung der 27 getesteten Proben ist in Abbildung 11 dargestellt.

Tag der Probenentnahme

Haufigkeit

Geburtstag 1 2 3 4 5

Tag der Probenentnahme

Abbildung 11: Verteilung der statistisch getesteten Stuhlproben
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Von den 27 getesteten Proben stammten sieben Proben von sechs Kindern mit einem Sep-
sisscore = 4 (25,9 %), wie in Abb. 13 zu sehen ist.

Haufigkeit

0 1 2 3 4 5

Scorepunkte

Abbildung 12: Verteilung der Scorepunkte unter den getesteten Stuhlproben. Ab einem Wert von 4 wurde die Di-
agnose Sepsis gestellt.

FUnf der 27 getesteten Stuhlproben (18,5 %) entstammten von Kindern, die per Kaiserschnitt
entbunden wurden. Keines dieser Kinder wurde der Sepsisgruppe zugewiesen. Je eine Probe

von Proband 206 und 229 entstammten von Kindern, deren Mutter eine IPA erhielten.

4.5 Verhaltnis der septischen und antibiotisch behandelten Patienten

Anhand der unten stehenden Kreuztabelle Iasst sich erkennen, dass samtliche als septisch
erkrankt definierten Kinder, von denen Proben ausgewertet wurden, auch antibiotisch behan-
delt wurden. Gleichzeitig erhielten neun Patienten eine antibiotische Therapie, ohne dass
diese (im Nachhinein) als septisch erkrankt definiert wurden.

Sepsis Gesamt
Ja (%) Nein (%) (%)
Antibiose Ja (%) 6 (27) 9 (41) 15 (68)
Nein (%) 0 7 (32) 7 (32)
Gesamt (%) 6 (27) 16 (73) 22 (100)

Tabelle 11: Kreuztabelle zu Sepsis und Antibiose fiir alle statistisch ausgewerteten Probanden

Eine signifikante Assoziation nach dem exakten Test nach Fisher (zweiseitig) bestand bei ei-
nem p-Wert von 0,121 nicht.
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4.6 Stuhl- und Blutproben vom gleichen Tag

Von sieben Kindern konnten sowohl Stuhl- als auch Blutproben vom gleichen Tag gesammelt
werden. Davon entfielen drei Probenpaare auf den Entnahmezeitraum 0-2 und vier Proben-
paare auf den Zeitraum 3-5. Diese Proben wurden in die gemeinsame Analyse von Blut- und
Stuhlproben mit einbezogen. Dabei gab es eine Paarung von Blut- und Stuhlproben, die einem

Sepsiskind entstammte.
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4.7 Ergebnisse der Blutuntersuchungen

Um mdgliche Unterschiede zwischen der Kontroll- und Sepsisgruppe herauszuarbeiten wur-

den die Zytokinverteilungen mittels MWU-Test untersucht:

Tag der Entnahme 0-2 Tag der Enthahme 3-5
Kontrolle Sepsis p-Wert Kontrolle Sepsis
(N=10) (N=3) (MWU) (N=11) (N=1)
IL-1B3 [pg/ml] 0 (0; 0) 0 (0; 0) 0,903 0 (0; 0) 0
IL-6 [pg/ml] 0 (0; 151,4) 0(0;0) 0,903 0 (0; 0) 0
(eig. Messung)
IL-6 [pg/ml] 42,5 (15; 129 (20; /) 0,240 12 (34,5; 58,5) 195000
(Zentrallabor) 169,5)
IL-8 [pg/ml] | 8,99 (0; 60,7) 28,63 (0; /) 0,903 0 (0; 21) 1,25
IL-10 [pg/ml] 0 (0; 0) 0(0; 0) 1,000 0 (0; 0) 0
IL-12p70 14,31 (13,4, 22,26 (15,4;/) 0,193 13,68 (11,8; 12,97
[pg/mi] 15,8) 14,5)
IL-13 [pg/ml] = 34,65 (33,7; 47,17 (44,4;/) 0,162 34,52 (33,9; 33,75
36,7) 34,9)
IP-10 [pg/ml] | 21,12 (0; 108) 145,20 (0; /) 0,903 |50,98 (0; 128,5) 0
MCP-1 [pg/ml] 172,12 (0; 0(0; /) 1,000 148,74 (0;479,4) 46,30
496,2)
TNF-a [pg/ml] 0 (0; 0) 0 (0; 0) 1,000 0 (0; 0) 0

p-Wert
(MWU)

1,000
0,981

0,310

0,981
0,981
0,981

0,981

0,981
0,981

1,000

Tabelle 12: Werte der gemessenen Zytokine. Mediane sowie in Klammern 25. und 75. Perzentile der gemesse-
nen Laborparameter. 3 IL-6-Werte von Zentrallabor aus Kontrollgruppe der Tage 3-5 fehlend. p-Werte nach
MWU-Test und FDR-korrigiert.

TNF-a konnte in keiner Probe nachgewiesen werden. Es lieRen sich keine signifikanten Un-
terschiede mittels MWU-Test zwischen den beiden Gruppen nachweisen. IL-27 ist in der Ta-
belle nicht aufgefuhrt, da die Messung technisch nicht realisiert werden konnte. Die Messung
von |L-6 im Zentrallabor konnte durch eigene Messungen nur in wenigen Fallen wiederholt
werden, IL-13 konnte in nur einer Probe gemessen werden, IL-10 in zwei Proben, wodurch
keine Quartile gebildet werden konnten.

Eine nicht-signifikante Tendenz zeigte sich wahrend der Entnahmetage 0-2 bei den Interleuki-

nen 12p70 und 13 — diese wiesen bei Sepsis erhdhte Werte auf.

Die grafische Darstellung mittels Boxplot veranschaulicht, dass tendenziell hdhere Werte aller
Zytokine wahrend der Lebenstage 0-2 gemessen wurden als zu den spateren Zeitpunkten und
macht die oben beschriebenen Tendenzen bei IL-12p70 und IL-13 sichtbar. Auf die grafische

Darstellung von TNF-alpha wurde aus Mangel an Werten verzichtet.
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Verteilung der Laborparameter IL-18, IL-6, IL-8 und IL-10 mittels Boxplot.
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der Verteilung der Laborparameter IL-12p70, IL-13, IP-10 und MCP-10 mittels Boxplot.
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4.8 Ergebnisse der Stuhluntersuchungen

Als Mal} der biologischen Vielfalt wurden die relative abundance sowie die total abundance
der reads betrachtet. Die Betrachtung der Ergebnisse erfolgte auf den taxonomischen Ebenen
Phylum und Genus.

Zusatzlich wurden die biologischen Diversitatsindizes Shannon, Chao1, dbp und Simpson-
Diversitatsindex analysiert.

Funktionelle Einheiten, die im Mittel eine relative Haufigkeit von Null aufwiesen, wurden von

statistischen Analysen ausgeschlossen.
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4.8.1 Relative und total abundance sowie Korrelationen auf Phylumebene

Es konnten funf unterschiedliche Phyla nachgewiesen werden: Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria und Verrucomicrobiota. In 33
der 37 Proben (89,2 %) stellten Bakterien einer der drei Phyla Bacteroidetes, Firmicutes oder Proteobacteria mind. 50 % aller reads.

relative abundance aller Proben
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Abbildung 15: relative abundance aller Proben
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Die total abundance der Proben unterschied sich dabei z. T. deutlich. Die Probe 229-0 ist trotz ihrer geringen Anzahl an reads als Mekoniumprobe

gemal der im Methodenteil geschilderten Grenzwerte in die Auswertung miteinbezogen worden.
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In der Tabelle 13 ist die statistische Verteilung der funf Phyla in den 37 Proben mit ausreichend reads dargestellt. Die deutlich am starksten vertretenen

Phyla waren Bacteroidetes, Firmicutes und Proteobacteria. Actinobacteria waren bereits deutlich weniger vertreten. Verrucomicrobiota erreichten nur
in einer einzelnen Probe einen 2-%-Anteil.

Mittelwert | Median [%] 25. 75. Minimum Maximum
[%] Perzentile Perzentile [%] [%]
[%] [%]
Bacteroi- 32,39 13,40 0,05 52,98 0 100
detes
Firmicutes 32,62 16,62 3,45 65,20 0 100
Prote- 29,20 23,15 0,34 51,28 0 100
obacteria
Actinoba- 5,71 0,28 0,03 6,89 0 36
teria
Verruco- 0,07 0 0 0 0 2
microbiota

Tabelle 13: Verteilungsparameter der relative abundance der gemessenen Phyla.
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Die bivariaten Korrelationen der Phyla an den Tagen 2, 3 und 4 werden in den Tabellen 14-16 dargestellt. An Tag 2 zeigte sich ein negativer Zusam-

menhang von Firmicutes mit Bacteroidetes und Actinobacteria auf. An Tag 3 konnten keine statistisch signifikanten Korrelationen festgestellt werden.

An Tag 4 zeigte sich eine negative Assoziation von Bacteroidetes mit Firmicutes und Proteobacteria.

Bacteroidetes Firmicutes Proteobacteria Actinobacteria | Verrucomicrob.
Koeffizient p-Wert | Koeffizient  p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert Koeffiz. p-Wert
Bacteroide- 1 / -0,83 0,03 -0,07 0,87 -0,71 0,1 / /
tes
Firmicutes -0,83 0,03 1 / -0,33 0,63 -0,91 0,01 / /
Proteobac- -0,07 0,87 -0,33 0,63 1 / 0,26 0,64 / /
teria
Actinobac- 0,71 0,1 -0,91 0,01 0,26 0,64 1 / / /
teria
Verruco- / / / / / / / / / /
microbiota

Tabelle 14: Spearman-Korrelation der Phyla an Tag 2. N = 8. Verrucomicrobiota nicht vorkommend in den Proben. p-Werte FDR-korrigiert

Bacteroidetes Firmicutes Proteobacteria Actinobacteria | Verrucomicrob.
Koeffizient p-Wert | Koeffizient  p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert Koeffiz. p-Wert
Bacteroide- 1 / -0,57 0,35 0,05 0,95 0,32 0,63 -0,25 0,69
tes
Firmicutes -0,57 0,35 1 / -0,57 0,35 -0,02 0,95 -0,58 0,35
Proteobac- 0,05 0,95 -0,57 0,35 1 / -0,42 0,51 0,58 0,35
teria
Actinobac- 0,32 0,63 -0,02 0,95 -0,42 0,51 1 / -0,42 0,51
teria
Verruco- -0,25 0,69 -0,58 0,35 0,58 0,35 -0,42 0,51 1 /
microbiota

Tabelle 15: Spearman-Korrelation der Phyla an Tag 3. N = 8. p-Werte FDR-korrigiert
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Bacteroidetes Firmicutes Proteobacteria Actinobacteria | Verrucomicrob.
Koeffizient p-Wert | Koeffizient  p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert Koeffiz. p-Wert
Bacteroide- 1 / -0,81 0,045 -0,91 0,01 -0,57 0,21 / /
tes
Firmicutes -0,81 0,045 1 / 0,62 0,20 0,41 0,38 / /
Proteobac- -0,91 0,01 0,62 0,20 1 / 0,33 0,42 / /
teria
Actinobac- -0,57 0,21 0,41 0,38 0,33 0,42 1 / / /
teria
Verruco- / / / / / / / / / /
microbiota

Tabelle 16: Spearman-Korrelation der Phyla an Tag 4. N = 8. Verrucomicrobiota nicht vorkommend in den Proben. p-Werte FDR-korrigiert
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4 .8.2 Relative abundance und Korrelationen auf Genusebene

50 Genera hatten eine relevante relative abundance von mindestens 1 % in einer Probe und wurden dementsprechend in die statistische Auswertung

eingeschlossen. Der prozentuale Anteil der Genera an den Proben zeigt sich wie folgt:

relative abundance aller Proben auf Genusebene

Prozentualer Anteil

Probennummer

Abbildung 17: relative abundance aller Proben auf Genusebene

Den grofdten Anteil am Phylum Bacteroidetes machte das Genus Bacteroides (Gesamtmedian 16,6 %) aus.

Genera Staphylococcus (Gesamtmedian 2,64 %) sowie Streptococcus (Gesamtmedian 0,72 %) gepragt und innerhalb des Phylums Proteobacteria

dominierte das Genus Escherichia-Shigella (Gesamtmedian 0,31 %).
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Es erfolgte eine genauere Betrachtung der Korrelationen derjenigen Genera mit einer mittleren

relative abundance > 1 %. Diese waren Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridiumsensustricto,

Enterococcus,

Erysipelaclostridium, Escherichia-Shigella,

Klebsiella,

Parabacteroides,

Staphylococcus, Streptococcus und Veillonella. In mehr als der Halfte der Proben (67,6 %)

machte eines der eben genannten Genera mehr als die Halfte aller reads aus.

Mittelwert | Median [%] 25. 75. Minimum Maximum
[%] Perzentile | Perzentile [%] [%]
[%] [%]

Bacteroides 30,57 16,60 0,04 51,03 0 100

Bifidobac- 4,47 0,04 0 5,20 0 32,13
terium
Clostridi- 2,72 0 0 0 0 51,01
umsensustricto
Enterococcus 5,16 0 0 2,50 0 53,31
Erysipelaclos- 0,83 0 0 0 0 23,05
tridium
Escherichia- 17,71 0,31 0,05 26,42 0 95,54
Shigella
Klebsiella 4,76 0 0 0 0 99,43
Parabacteroi- 1,69 0 0 0,72 0 18,04
des
Staphylococ- 16,11 2,64 0,14 8,38 0 100
cus

Streptococcus 9,42 0,72 0,03 7,33 0 97,75
Veillonella 0,8 0 0 0 0 14,89

Tabelle 17: Verteilungsparameter der relative abundance der hdufigsten Genera.
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Die Korrelationen zwischen diesen Genera an den einzelnen Tagen sah wie folgt aus:

Bacteroides Bifidobac- Clostridi- Enterococ- Ery- Esch.-Shig. Klebsiella Parabacter. Staphyloco. Streptoco. Veillonella
terium umsensust. cus sipelaclos.
Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. | p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p
Bacteroides 1 /
Bifidobac- 0,87 0,14 1 /
terium
Clostridi- 0,03 0,97 0,41 0,82 1 /
umsen-
sustricto
Enterococ- 0,4 0,82 0,66 0,48 0,72 0,48 1 /
cus
Ery- 0,66 0,48 0,51 0,66 0,05 0,97 0,43 0,79 1 /
sipelaclostri-
dium
Escherichia- 0,18 0,88 024 088 0,19 0,88 0,03 0,97 0,19 0,88 1 /
Shigella
Klebsiella 0,02 0,97 0,02 0,97 0,07 0,97 0,07 0,97 0,33 0,88 0,22 0,88 1 /
Parabactero- 0,6 0,55 048 0,69 0,05 0,97 0,43 0,79 0,96 <0,0 0,06 0,97 0,33 0,88 1 /
ides 1
Staphylococ- | -0.64 0,5 0,6 0,55 0,06 0,97 0,36 0,97 0,48 0,69 0,26 0,97 0,55 0,64 0,51 0,66 1 /
cus
Streptococ- 0,2 0,88 0,31 0,88 0,19 0,88 0,03 0,88 0,19 0,88 0,12 0,97 0,76 0,48 0,06 0,97 0,69 0,48 1 /
cus
Veillonella 0,25 0,88 0,58 0,57 0,66 0,48 0,66 0,48 022 0,88 0,25 0,88 0,22 0,88 0,22 0,88 0,25 0,88 0,25 0,88 1 /

Tabelle 18: Spearman-Korrelation der hdufigsten Genera an Tag 2. N = 8. p-Werte FDR-korrigiert.
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Bacteroides Bifidobac- Clostridi- Enterococ- Ery- Esch.-Shig. Klebsiella Parabacter. Staphyloco. Streptoco. Veillonella
terium umsensust. cus sipelaclos.
Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. | p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p
Bacteroides 1 / / /
Bifidobac- 0,55 0,72 1 / / /
terium
Clostridi- 0,25 081 0,66 0,7 1 / / /
umsen-
sustricto
Enterococ- 0,01 0,98 0,22 0,81 0,25 0,81 1 / /
cus
Ery- / / / / / / / / /
sipelaclostri-
dium
Escherichia- 0,24 0,81 0,33 0,81 0,58 0,72 0,78 0,59 / / 1 /
Shigella
Klebsiella 0,75 0,59 0,43 0,81 0,22 0,81 0,02 0,98 / / 0,16 0,87 1 /
Parabactero- | 0,52 0,72 0,2 0,82 0,54 0,72 0,53 0,72 / / 0,73 0,59 0,33 0,81 1 /
ides
Staphylococ- | 026 0,81 -0,36 0,81 0,41 0,81 0,32 0,81 / / 0,21 0,81 -0,66 0,70 0,06 0,92 1 /
cus
Streptococ- 0,46 0,81 0,08 0,91 0,25 0,81 0,52 0,72 / / 0,46 0,81 0,17 0,85 0,09 0,91 0,26 0,81 1 /
cus
Veillonella 0,08 0,91 0,28 0,81 0,14 0,87 0,59 0,72 / / 0,25 0,81 0,22 0,81 0,22 0,81 0,08 0,91 0,42 0,81 1 /

Tabelle 19: Spearman-Korrelation der hdufigsten Genera an Tag 3. N = 8. p-Werte FDR-korrigiert

Am Entnahmetag 3 konnten keine statistisch signifikanten Korrelationen festgestellt werden.
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Bacteroides Bifidobac- Clostridi- Enterococ- Ery- Esch.-Shig. Klebsiella Parabacter. Staphyloco. Streptoco. Veillonella
terium umsensust. cus sipelaclos.
Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff.| p Koeff. p Koeff. p Koeff. p Koeff. p
Bacteroides 1 / / /
Bifidobac- 0,83 1 / / /
terium -0,383
Clostridi- / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / / /
umsen-
sustricto
Enterococ- -0,082 0,85 0,415 / / 1 /
cus 0.78
Ery- 0,247 0,85 0,581 0,72 / / 1 /
sipelaclostri- -0.143
dium
Escherichia- | -0515 078 0548 0,72 / / 0415 078 -0,083 085 1 /
Shigella
Klebsiella 0412 0,78  -0,249 085 / / 0,143 085 -0,143 085 008 0,85 1 /
Parabactero- | -0.22 0,85 0,11 0,85 / / 0592 072 -0085 085 -0,196 085 0254 0,85 1 /
ides
Staphylococ- | -0429 078 0563 072 / / 0412 078 0577 0,72 0,18 085 -0247 085 0317 085 1 /
cus
Streptococ- | -0743 072 0078 085 / / 0,498 0,78 0,249 085 0289 085 0415 0,78 0,27 085 0635 072 1 /
cus
Veillonella 0,247 0,85 0,581 0,72 / / 0,143 0,85 1 < 0,083 085 -0143 085 008 085 0577 072 0,249 0,85 1 /
0,01

Tabelle 20: Spearman-Korrelation der hdufigsten Genera an Tag 4. p-Werte FDR-Korrigiert

Am Entnahmetag 4 konnte fir das Genus Clostridiumsensustricto keine Korrelation errechnet werden. Hier fallt der starke Zusammenhang zwischen

Veillonella und Erysipelaclostridium auf.
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4.8.3 Biologische Diversitatsparameter

Weiterer Untersuchungsgegenstand waren die biologischen Diversitatsindizes Shannon,

Chao1, dbp sowie Simpson’s Diversitatsindex (1-D).

Mittelwert Median 25. 75. Minimum Maximum
Perzentile Perzentile
Shannon 1,23 1,13 0,71 1,77 0,04 2,64
Chao1 16,08 13,00 9,00 20,50 5,00 44,00
dbp 0,57 0,53 0,40 0,73 0,21 0,99
Simpson 0,55 0,56 0,40 0,75 0,01 0,86

Tabelle 21: Héufigkeitsparameter der Diversitédtsparameter (ber alle Proben hinweg

Zur graphischen Veranschaulich sind folgend Boxplots zur Haufigkeitsverteilung der vier Pa-

rameter Uber das gesamte Studienkollektiv zu sehen:
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Werden die Mediane der Parameter nach Lebenstagen aufgeschlisselt, ist eine geringe An-

derung der Werte Uber die Zeit festzustellen (Tab. 23). Zu beachten ist, dass sowohl an Tag 6

als auch 7 nur eine einzelne Probe ausgewertet wurde.
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Tag O Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6 Tag 7
(N=3) | (N=4) | (N=8) | (N=8) | (N=8) | (N=4) | (N=1) | (N=1)
Shannon 1,27 1,09 1,21 1,13 0,95 1,22 2,1 0,24
Chao1 15 19 10,5 13 12 14,5 25 10
dbp 0,5 0,7 0,48 0,67 0,52 0,50 0,24 0,96
Simpson 0,64 0,47 0,65 0,51 0,56 0,62 0,85 0,09

Tabelle 22: Mediane der Diversitédtsparameter an den ersten acht Lebenstagen, bzw. Wert der einzelnen Probe
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der Mediane von Shannon, dbp und Simpson
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf des Medians von Chao1
Um mdgliche Zusammenhange zwischen der biologischen Diversitat und den Phyla und Ge-
nera zu testen, wurde die Korrelation zwischen den Parametern berechnet. Auf die Darstellung
fur Verrucomicrobiota wurde verzichtet. Auch wenn nur ein signifikanter Zusammenhang
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festgestellt werden konnte (an Tag 3), fallt auf, dass keine RegelmaRigkeit in der Auspragung

der Korrelation zu beobachten ist.

Shannon Chao1 dbp Simpson
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert
Bacteroi- 0,306 0,461 0,477 0,436 -0,064 0,145 0,199 0,636
detes
Firmicutes -0,57 0,28 -0,468 0,436 0,471 0,239 -0,545 0,217
Prote- 0,428 0,39 -0,013 0,975 -0,609 0,145 0,556 0,217
obacteria
Actinoba- 0,581 0,28 0,399 0,436 -0,619 0,145 0,591 0,217
teria

Tabelle 23: Spe

arman-Korrelation der Diversitétsparameter u. wichtigsten Phyla an Tag 2. p-Wert FDR-korrigiert

Shannon Chao1 dbp Simpson
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert
Bacteroi- 0,289 0,65 0,119 0,78 -0,217 0,786 0,275 0,721
detes
Firmicutes -0,191 0,65 -0,191 0,78 0,115 0,786 -0,151 0,721
Prote- -0,195 0,65 0,16 0,78 0,181 0,786 -0,203 0,721
obacteria
Actinoba- 0,509 0,65 0,946 0,004 -0,388 0,786 0,418 0,721
teria

Tabelle 24: Spe

arman-Korrelation der Diversitédtsparameter u. wichtigsten Phyla an Tag 3. p-Wert FDR-korrigiert

Shannon Chao1 dbp Simpson
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert
Bacteroi- -0,285 0,659 -0,481 0,304 0,011 0,98 -0,129 0,884
detes
Firmicutes 0,59 0,248 0,727 0,094 -0,296 0,94 0,39 0,884
Prote- 0,032 0,939 0,226 0,094 0,16 0,94 -0,062 0,68
obacteria
Actinoba- 0,709 0,196 0,714 0,591 -0,458 0,94 0,532 0,68
teria

Tabelle 25: Spearman-Korrelation der Diversitdtsparameter u. wichtigsten Phyla an Tag 4. p-Wert FDR-korrigiert
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Ein ahnliches Bild zeigt sich bei der Betrachtung der Genera.

Shannon Chao1 dbp Simpson
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert
Bacteroides 0,37 0,83 0,53 0,48 -0,23 0,96 0,23 0,96
Bifidobac- 0,24 0,83 0,24 0,78 -0,05 0,96 0,05 0,96
terium
Clostridi- 0,36 0,83 0,64 0,43 -0,52 0,96 0,52 0,96
umsensustricto
Enterococcus -0,22 0,83 0,26 0,78 -0,03 0,96 0,03 0,96
Erysipelaclos- 0,31 0,83 0,6 0,43 -0,06 0,96 0,06 0,96
tridium
Escherichia- 0,67 0,78 0,31 0,78 -0,71 0,52 0,71 0,52
Shigella
Klebsiella -0,08 0.87 0,15 0,8 -0,03 0,96 0,03 0,96
Parabacteroi- 0,44 0,83 0,66 0,43 -0,19 0,96 0,19 0,96
des
Staphylococ- -0,14 0,87 -0,35 0,78 0,02 0,96 -0,02 0,96
cus
Streptococcus 0,07 0,87 0,17 0,8 -0,12 0,96 0,12 0,96
Veillonella -0,25 0,83 0,08 0,84 0,02 0,96 -0,08 0,96

Tabelle 26: Spearman-Korrelation zw. Diversitdtsparametern und Genera an Entnahmetag 2. p-Werte FDR-korrigiert.
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Shannon Chao1 dbp Simpson
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert
Bacteroides 0,67 0,2 0,47 0,34 -0,65 0,62 0,55 0,26
Bifidobac- 0,74 0,19 0,8 0,18 -0,36 0,62 0,57 0,26
terium
Clostridi- 0,58 0,21 0,58 0,33 -0,25 0,62 0,41 0,39
umsensustricto
Enterococcus 0,56 0,21 0,62 0,33 -0,61 0,27 0,61 0,26
Erysipelaclos- / / / / / / /
tridium
Escherichia- 0,76 0,19 0,64 0,33 -0,76 0,26 0,76 0,26
Shigella
Klebsiella -0,66 0,2 -0,41 0,35 0,65 0,26 -0,66 0,26
Parabacteroi- 0,59 0,21 0,53 0,35 -0,66 0,26 0,48 0,32
des
Staphylococ- 0,02 0,96 -0,31 0,45 -0,31 0,62 0,19 0,65
cus
Streptococcus 0,23 0,65 0,48 0,35 -0,13 0,76 0,25 0,61
Veillonella 0,41 0,39 0,42 0,35 -0,41 0,62 0,58 0,26

Tabelle 27: Spearman-Korrelation zw. Diversitdtsparametern und Genera an Entnahmetag 3. p-Werte FDR-korrigiert.
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Shannon Chao1 dbp Simpson
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert
Bacteroides -0,48 0,47 -0,77 0,22 0,33 0,7 0,31 0,76
Bifidobac- 0,78 0,23 0,68 0,22 -0,53 0,45 0,7 0,33
terium
Clostridi- / / / / / / / /
umsensustricto
Enterococcus 0,41 0,52 0,25 0,55 -0,08 0,98 0,41 0,62
Erysipelaclos- 0,58 0,34 0,58 0,26 -0,58 0,45 0,58 0,33
tridium
Escherichia- 0,29 0,63 0,33 0,47 0,01 0,98 0,17 0,82
Shigella
Klebsiella 0,25 0,63 0,42 0,44 -0,41 0,62 0,25 0,79
Parabacteroi- 0,66 0,34 0,69 0,22 -0,66 0,45 0,66 0,33
des
Staphylococ- 0,24 0,63 0,38 0,44 -0,19 0,93 0,1 0,82
cus
Streptococcus 0,04 0,93 0,41 0,44 -0,05 0,98 -0,12 0,82
Veillonella 0,58 0,34 0,58 0,26 -0,58 0,45 0,58 0,34

Tabelle 28: Spearman-Korrelation zw. Diversitdtsparametern und Genera an Entnahmetag 4. p-Werte FDR-korrigiert.
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4.8.4 Vergleich zwischen Kontroll- und Sepsisgruppe

In dieser Studie wurde mittels MWU-Test untersucht, ob sich statistisch signifikante Unter-

schiede zwischen an Sepsis erkrankten Kindern und gesunden feststellen lieRen. Wie bereits

im Methodenteil erlautert, wurden dazu zwei Subgruppen gebildet, die entsprechend der Ent-

nahmetage 0-2, bzw. 3-5 gebildet wurden.

Untersuchungsgegenstand war die Phylogenetik auf Phylum- und Genusebene sowie die be-

reits bekannten biologischen Diversitatsparameter.

4.8.4.1 Phylumebene

Auffallend sind insbesondere die unterschiedlichen Medianwerte bei Bacteroidetes, Firmicutes

und Proteobacteria. Zudem ist die Spannbreite von Firmicutes in der Sepsisgruppe deutlich

kleiner. An den Entnahmetagen 0-2 konnte nur eine Probe aus der Sepsisgruppe gesammelt

werden.

Gruppe ,Frih*

Gruppe ,Frih* —

Gruppe ,Spat*

Gruppe ,Spat*

— Sepsis (N = Kontrolle (N = — Sepsis (N= | — Kontrolle (N
1) 10) 6) =10)
Bacteroidetes 0,0004 0,0812 0,9618 0,1181
Firmicutes 0,6508 0,2047 0,0047 0,2231
Proteobacteria 0,3038 0,3873 0,0148 0,1493
Actinobacteria 0,451 0,0689 0,0004 0,0013
Verrucomicrobiota 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Tabelle 29: Mediane der relative abundance der Phyla in den jeweiligen Gruppen.

48




Tag der Entnahme 0-2

M Bacteroidetes
10 [ B Firmicutes
B Froteobacteria
B Actinobacteria
B Verrucomicrobiota
08
6 =
O *
(1]
06
5
c
3
a 2
' o
-E 04
E ]
02
I Q -
84 - _
oo ey
nein ja
Sepsis

Abbildung 21: Boxplot zur relativen Haufigkeit der Phyla bei Sepsis- und Kontrollproben in den Tagen 0-2. Antennen
mit Minimal- bzw. Maximalwert, der unter dem 1,5-fachen Interquartilsabstand (IQA) liegt. Punkte sind Ausreil3er
zw. dem 1,5- und 2,5-fachen IQA, Sterne (ber dem 2,5-fachen IQA.
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Abbildung 22: Boxplot zur relativen Haufigkeit der Phyla bei Sepsis- und Kontrollproben in den Tagen 3-5.
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Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten sich im Mann-Whitney-U-Test in der Gruppe ,Frih*

(Tage 0-2) keine Unterschiede.

MR Sepsis (N = 1) MR Kontrolle (N = p-Wert
10)
Bacteroidetes 2,00 6,40 1,000
Firmicutes 9,00 5,70 1,000
Proteobacteria 6,00 6,00 1,000
Actinobacteria 5,00 6,10 1,000
Verrucomicrobiota 5,00 6,10 1,000

Tabelle 30: MWU-Test bzgl. Unterschiede zw. Sepsis- u. Kontroligruppe in den Tagen 0-2. MR = Mittlerer Rang im
MWU-Test. p-Wert FDR-Kkorrigiert.

In der Gruppe ,Spat‘ (Tage 3-5) fiel auf, dass in der Sepsisgruppe signifikant weniger Bakte-

rien aus dem Phylum Firmicutes auftraten (p = 0,015) und mehr Bakterien aus dem Phylum

Bacteroidetes (p = 0,14).

MR Sepsis (N = 6) MR Kontrolle (N = p-Wert

10)
Bacteroidetes 11,50 6,70 0,140
Firmicutes 4,17 11,10 0,015
Proteobacteria 7,50 9,10 0,635
Actinobacteria 7,00 9,40 0,613
Verrucomicrobiota 9,33 8,00 0,635

Tabelle 31: MWU-Test bzgl. Unterschiede zw. Sepsis- u. Kontrollgruppe in den Tagen 3-5. p-Wert FDR-Korrigiert.
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4.8.4.2 Genusebene

Gruppe 1 — | Gruppe 1 — Kon- Gruppe 2 — Gruppe 2 —
Sepsis (N=1) | trolle (N =10) Sepsis (N =6) | Kontrolle (N =
10)

Bacteroides 0,0003 0,1165 0,7634 0,1166

Bifidobacterium 0,0451 0,0375 0,0001 0,0002

Clostridiumsen- 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
sustricto

Escherichia-Shigella 0,0002 0,1671 0,0003 0,0000

Enterococcus 0,0000 0,0005 0,0000 0,0002

Erysipelatoclostri- 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

dium

Klebsiella 0,3037 0,0000 0,0000 0,0000

Parabacteroides 0,0000 0,0000 0,0195 0,0000

Staphylococcus 0,0000 0,0385 0,0008 0,0447

Streptococcus 0,6507 0,0181 0,0024 0,0160

Veillonella 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Tabelle 32: Mediane der relative abundance der Genera in den jeweiligen Gruppen.

Der folgende Boxplot zeigt die Verteilung der relativen Haufigkeit der Genera an den Tagen 0-

2, bzw. 3-5. Auler bei Bacteroides zeigten sich zahlreiche Ausreiler.
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Abbildung 23: Boxplot zur relativen Haufigkeit der hdufigsten Genera bei Sepsis- und Kontrollproben in den Ta-
gen 0-2 Punkte sind Ausrei3er zw. dem 1,5- und 2,5-fachen IQA, Sterne lber dem 2,5-fachen IQA.
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Abbildung 24: Boxplot zur relativen Haufigkeit der hdufigsten Genera bei Sepsis- und Kontrollproben in den Tagen

3-5.

Beim Testen der Genera auf Unterschiede bzgl. des Auftretens einer Sepsis zeigten sich in

der Gruppe 2 (Tage 3-5) mehr Bacteroides in der Sepsisgruppe (p = 0,401) und signifikant

mehr Staphylococci in der Kontrollgruppe (p = 0,001):

MR Sepsis (N = MR Kontrolle (N = p-Wert
1) 10)

Bacteroides 2,00 6,40 0,800
Bifidobacterium 6,00 6,00 1,000
Clostridiumsensustricto 4,00 6,20 0,800
Escherichia-Shigella 1,00 6,50 0,500
Enterococcus 3,50 6,25 0,800
Erysipelatoclostridium 4,50 6,15 0,800
Klebsiella 11,00 5,50 0,500
Parabacteroides 4,00 6,20 0,800
Staphylococcus 1,00 6,50 0,500
Streptococcus 11,00 5,50 0,500
Veillonella 6,15 4,50 0,800

Tabelle 33: MWU-Test bzgl Unterschiede zw. Sepsis- u. Kontroligruppe in den Tagen 0-2. p-Wert FDR-korrigiert.
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MR Sepsis (N = MR Kontrolle (N = p-Wert
6) 10)

Bacteroides 11,25 6,85 0,401
Bifidobacterium 7,75 8,95 0,776
Clostridiumsensustricto 7,50 9,10 0,776
Escherichia-Shigella 9,50 6,83 0,579
Enterococcus 7,00 9,40 0,578
Erysipelatoclostridium 8,00 8,80 0,792
Klebsiella 9,17 8,10 0,784
Parabacteroides 9,92 7,65 0,578
Staphylococcus 3,67 11,40 0,001
Streptococcus 6,67 9,60 0,578
Veillonella 7,00 9,40 0,578

Tabelle 34: MWU-Test bzgl Unterschiede zw. Sepsis- u. Kontrollgruppe in den Tagen 3-5. p-Werte FDR-Korrigiert.

4.8.4.3 Diversitatsparameter

Im Folgenden wurden die Werte analog zur Phylogenetik aufgeschlisselt und nach Sepsis-

und Kontrollgruppe bzw. den Entnahmetagen analysiert. Dabei ergaben sich folgende Medi-

ane in den jeweiligen Gruppen:

Gruppe ,Frih“— | Gruppe ,Frih® — Gruppe Gruppe ,Spat‘—
Sepsis (N =1) Kontrolle (N = ~opat‘— Sepsis | Kontrolle (N =
10) (N =6) 10)
Shannon 0,79 1,29 0,61 1,31
Chao1 7 16 11 14
dbp 0,65 0,57 0,73 0,48
Simpson 0,48 0,60 0,35 0,63

Tabelle 35: Mediane der 4 Parameter in den jeweiligen Gruppen.

Graphisch dargestellt zeigen sich die Boxplots flir die Parameter folgendermafen:
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Abbildung 25: Boxplots zu Shannon aufgeteilt nach Entnahmetag und Sepsis
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Abbildung 26: Boxplots zu Chao 1 aufgeteilt nach Entnahmetag und Sepsis
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Abbildung 27: Boxplots zur Dominanz aufgeteilt nach Entnahmetag und Sepsis
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Abbildung 28: Boxplots zu Simpson aufgeteilt nach Entnahmetag und Sepsis
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Die Uberprifung mittels Mann-Whitney-U-Test ermittelte keine statistisch signifikanten Unter-
schiede, bestatigte jedoch die Tendenz zu einem diverserem Mikrobiom bei gesunden Kindern

— vor allem wahrend der Enthnahmetage 3-5.

MR Sepsis | MRKontrolle | p-Wert

Shannon 3,00 6,30 0,727
Chao1 1,50 6,45 0,727
dbp 7,00 8,90 0,909
Simpson 3,00 6,30 0,727

Tabelle 36: MWU-Test der Parameter zw. Kontroll- und Sepsisgruppe in den Tag 0-2. p-Werte FDR-korrigiert.

MR Sepsis | MR Kontrolle | p-Wert

Shannon 5,83 10,10 0,196
Chao1 7,08 9,35 0,368
dbp 11,00 7,00 0,196
Simpson 9,90 6,17 0,196

Tabelle 37: MWU-Test der Parameter zw. Kontroll- und Sepsisgruppe in den Tag 3-5. p-Werte FDR-korrigiert.
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4.8.5 Vergleich zwischen Spontangeburten und Sectiones

Um einen mdglichen Einfluss des Geburtsweges auf die Verteilung der Phyla bzw. Genera
prifen, wurde ein MWU-Test zur Unterscheidung auf diesen beiden Ebenen durchgeflhrt.

Samtliche CS-Proben entstammten von Kindern der Kontrollgruppe bzgl. EOS.

Phylumebene

MR Sectio (N = 3) MR Spontangeburt p-Wert
(N =8)
Bacteroidetes 5,88 6,33 0,921
Firmicutes 5,63 7,00 0,921
Proteobacteria 6,13 5,67 0,921
Actinobacteria 6,63 4,33 0,921
Verrucomicrobiota 5,00 8,67 0,665

Tabelle 38: MWU-Test der Phyla bzgl. des Geburtsweges in den Tagen 0-2. MR = Mittlerer Rang. p-Wert FDR-
korrigiert.

MR Sectio (N = 2) MR Spontangeburt p-Wert

(N =14)
Bacteroidetes 9,07 4,50 0,668
Firmicutes 7,86 13,00 0,668
Proteobacteria 8,07 11,50 0,695
Actinobacteria 8,71 7,00 0,875
Verrucomicrobiota 8,57 8,00 0,933

Tabelle 39: MWU-Test der Phyla bzgl. des Geburtsweges in den Tagen 3-5. MR = Mittlerer Rang. p-Wert FDR-
korrigiert.

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.

Genusebene
MR Sectio | MR Spontangeburt | p-Wert
Bacteroides 5,63 7,00 0,99
Bifidobacterium 6,44 4,83 0,99
Clostridiumsen- 6,00 6,00 1
sustricto
Enterococcus 5,69 6,83 0,99
Erysipelaclostridium 5,31 7,83 0,99
Escherichia-Shigella 6,50 4,67 0,99
Klebsiella 6,00 6,00 1
Parabacteroides 6,13 5,67 1
Staphlycoccus 4,50 10,00 0,132
Streptococcus 5,94 6,17 1
Veillonella 6,17 5,06 0,732

Tabelle 40: MWU-Test der Genera bzgl. des Geburtsweges in den Tagen 0-2. MR = Mittlerer Rang. p-Wert FDR-
korrigiert.
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MR Sectio | MR Spontangeburt | p-Wert
Bacteroides 9,00 5,00 0,765
Bifidobacterium 9,07 4,50 0,765
Clostridiumsen- 8,04 11,75 0,765
sustricto

Enterococcus 8,29 10,00 0,856
Erysipelaclostridium 8,57 8,00 0,933
Escherichia-Shigella 8,79 6,50 0,856
Klebsiella 8,29 10,00 0,856
Parabacteroides 8,93 5,50 0,765
Staphylococcus 7,57 15,0 0,363
Streptococcus 8,54 8,25 0,933
Veillonella 8,07 11,50 0,765

Tabelle 41: MWU-Test der Genera bzgl. des Geburtsweges in den Tagen 3-5. MR = Mittlerer Rang. p-Wert FDR-
korrigiert.

Ein ahnliches Bild zeigte sich auf Ebene der Genera. In der Gruppe ,Frih“ stach das Genus
Staphylococcus mit mehr Vertretern dieses Genus bei einer Spontangeburt hervor (p = 0,132).
An den Tagen 3-5 waren Staphylococci erneut haufiger bei einer vaginalen Entbindung ver-
treten (p = 0,363).

4.8.6 Vergleich hinsichtlich antibiotischer Therapie

Um die Auswirkungen der antibiotischen Therapie auf die Phylogenetik des Mikrobiom zu un-
tersuchen, wurde erneut fur die beiden nach Entnahmetag gebildeten Gruppen ein Mann-Whit-
ney-U-Test durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten alle einen p-Wert > 0,5 nach FDR-Korrektur.
Nur wahrend der Entnahmetage 3-5 zeigte sich eine nennenswerte Tendenz zu mehr Ac-
tinobacteria bei Abwesenheit der Therapie.

Bei Durchfihrung des MWU-Tests bzgl. der Diversitatsparameter zeigten sich hingegen sta-

tistisch signifikante Ergebnisse fir die Entnahmetage 3-5:

MR Antibiose (N=6) | MR Kontrolle (N=5) | p-Wert
Shannon 6,80 5,33 1,00
Chaof 6,90 5,25 1,00
dbp 6,00 6,00 1,00
Simpson 6,20 5,83 1,00

Tabelle 42: MWU-Test zu antibiotischer Behandlung bzgl. der Diversitatsparameter an den Entnahmetagen 0-2.
p-Werte FDR-korrigiert.

MR Antibiose (N =3) | MR Kontrolle (N = 13) | p-Wert

Shannon 7,15 14,33 0,019
Chao1 7,27 13,83 0,019
dbp 9,85 2,67 0,019
Simpson 7,15 14,33 0,025

Tabelle 43: MWU-Test zu antibiotischer Behandlung bzgl. der Diversitdtsparameter an den Entnahmetagen 3-5.
p-Werte FDR-korrigiert.
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4.9 Zusammenfuhrende Analyse von Blut- und Stuhluntersuchungen

Die Proben, fir die eine gemeinsame Analyse durchgefiihrt wurde, waren: 204-2, 206-2, 216-
3, 217-3, 219-5, 225-4 und 226-1.

Um mégliche Zusammenhange zwischen den relativen Haufigkeiten der Phyla und Genera
bzw. den Diversitatsparametern einerseits und den im Blut gemessenen Interleukinen ande-
rerseits zu untersuchen, wurde eine Spearman-Korrelation durchgefiihrt. Da fur IL-13 und IL-
6 in den o. g. Proben keine Werte gemessen werden konnten, wurde auf eine diesbezugliche
Analyse verzichtet. Zudem war in den ausgewahlten Proben das Genus Erysipelaclostridium

nicht vertreten.
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Einzig bei IP-10 konnte ein signifikanter positiver Zusammenhang mit der Diversitat festgestellt werden.

IL-8 IL-10 IL-12p70 IL-13 IP-10 MCP-10

Koeffizient  p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient  p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert

Shanno 0,512 0,411 -0,612 0,393 0,607 0,393 0,393 0,575 0,955 0,002 0,074 0,913
n

Chao1 0,197 0,806 -0,612 0,393 0,571 0,393 0,214 0,806 0,901 0,048 -0,037 0,937

dbp -0,512 0,411 0,612 0,393 -0,286 0,713 -0,429 0,539 0,577 0,393 -0,148 0,858

Simp- 0,512 0,411 -0,612 0,393 0,571 0,393 0,357 0,610 0,427 0,036 0,368 0,913
son

Tabelle 44: Spearman-Korrelation zw. den Diversitétsparametern und den im Blut gemessenen Interleukinen; p-Werte FDR-korrigiert

Ein ahnliches Bild zeigt sich bei der Analyse der Phyla: Nur zwischen IP-10 und dem Phylum Firmicutes zeigte sich ein stark positiver Zusammenhang.

IL-8 IL-10 IL-12p70 IL-13 IP-10 MCP-10
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert
Bacteroi- -0,749 0,544 -0,612 0,544 -0,214 0,846 0,214 0,846 -0,216 0,846 0 1
detes
Firmicutes 0,611 0,544 -0,408 0,26 0,643 0,544 0,429 0,726 0,955 0,03 0,111 0,846
Prote- -0,109 0,846 -0,515 0,69 0,523 0,69 0,126 0,846 0,5 0,846 -0,111 0,846
obacteria
Actinobac- -0,197 0,846 0,612 0,544 0,25 0,846 0,179 0,846 -1,08 0,69 -0,729 0,544
teria
Verruco- k. d. k. d. k. d. k. d. k. d. k. d. k. d. k. d. k. d. k. d. k. d. k. d.
microbiota

Tabelle 45: Spearman-Korrelation zw. den gemessenen Phyla und den im Blut gemessenen Interleukinen; p-Werte FDR-korrigiert; k. d. = keine Daten
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Im Folgenden ist der Zusammenhang zwischen IP-10 und Firmicutes, bzw. Shannon und
Simpson graphisch als Streudiagramm dargestellt:
Streudiaaramm zu IP-10 und relative abundance v. Firmicutes

500,00
400,00 |

300,00

IP-10

200,00

100,00

00

00 20 A0 60 .80

relative abundance firmicutes

Abbildung 29: Streudiagramm zum Zusammenhang von IP-10 und der relative abundance von Firmicutes

Streudiagramm zu IP-10 und Shannon
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Abbildung 30: Streudiagramm zum Zusammenhang von IP-10 und Shannon

Streudiagramm zu IP-10 und Simpson
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Abbildung 31: Streudiagramm zum Zusammenhang von IP-10 und Simpson
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Die Korrelationsanalyse mit den Genera ergab keine statistisch signifikanten Ergebnisse.

IL-8 | IL-10 | IL-12p70 | IL-13 | IP-10 | MCP-10
Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-Wert | Koeffizient p-
Wert
Bacteroides -0,07 0,897 -0,515 0,711 0,378 0,774 0,198 0,819 0,573 0,711 -0,542 0,711
Bifidobac- -0,07 0,897 -0,515 0,711 0,378 0,774 0,198 0,819 0,573 0,711 -0,542 0,711
terium
Clostridi- 0,45 0,774 -0,167 0,819 0,612 0,711 -0,204 0,819 0,206 0,819 -0,424 0,774
umsen-
sustricto
Enterococ- 0,797 0,711 0 1 0,371 0,774 0,148 0,819 0,449 0,774 0,385 0,774
cus
Ery- n.d. n. d. n. d. n. d. n.d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
sipelaclos- n. d.
tridium
E- -0,374 0,774 -0,408 0,774 0,786 0,711 0,714 0,711 0,523 0,711 -0,334 0,819
scherichia-
Shigella
Klebsiella 0,337 0,819 0,676 0,711 0,158 0,819 -0,197 0,819 -0,308 0,819 0,102 0,886
Parabacte- -0,516 0,711 -0,255 0,819 -0,267 0,819 -0,535 0,711 -0,18 0,819 -0,277 0,819
roides
Staphy- 0,433 0,744 -0,204 0,819 0,179 0,819 0,75 0,711 0,468 0,774 0,371 0,774
lococcus
Streptococ- 0,709 0,711 -0,204 0,819 0,286 0,819 0,071 0,897 0,631 0,711 -0,148 0,819
cus
Veillonella 0,676 0,711 -0,167 0,819 -0,204 0,819 0,204 0,819 0,618 0,711 0,635 0,711

Tabelle 46: Spearman-Korrelation zw. ausgewdhlten Genera und den im Blut gemessenen Interleukinen; das Genus Erysipelaclostridium konnte in diesen Proben nicht nachgewiesen

werden,; p-Werte FDR-korrigiert
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5 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Bezug auf die Untersuchungen der Blutproben
die IL-6-Level in der Sepsiskohorte wider Erwarten niedrig und die von IL-12 bzw. IL-13 erhéht
waren, weswegen auf eben diese Faktoren genauer eingegangen werden soll.

Die Messung der Stuhlproben erbrachte im Allgemeinen eine Mikrobiomzusammensetzung
wie sie anhand friherer Studien zu erwarten war. Im Speziellen fiel jedoch ein vermehrter
Nachweis des Phylums Bacteroidetes in der Sepsisgruppe auf, obwohl diese prinzipiell als

gesundheitlich zutraglich eingeschatzt werden.

5.1 Zytokine als diagnostischer Marker

Diese Studie ergab, dass die IL-6 Level im Gesamtkollektiv genauso wie in der Sepsiskohorte
erniedrigt waren, obwohl dieses neben CRP, der Leukozytenzahl und Procalcitonin in der kli-
nischen Routinediagnostik etabliert ist.

Eine mdgliche Erklarung fur die Diskrepanz der Befunde ware die Zeitverzdgerung in der Be-
stimmung von IL-6 durch das Studienteam. IL-6 kann mit einer Halbwertszeit von ca. 100 Mi-
nuten starke Schwankungen in der Messung aufweisen (Waage et al., 1989). Bei genauerer
Betrachtung zeigt sich zudem, dass nur sechs Proben — davon nur eine Sepsisprobe —in den
ersten 48 Lebensstunden der Kinder entnommen wurden, also der Phase, in der IL-6 unter
der Annahme eines perinatalen Infektionsbeginns typischerweise erhoht ist (Coulie et al.,
1987, Snick, 1990). Zusatzlich relevant wird dies durch die weitere Zeitverzdgerung, dass die
Blutproben nicht primar fir die Studie gewonnen wurden, sondern als Restproben dem
Zentrallabor entstammten, was eine langere Lagerzeit nach sich zog.

Ein zuklnftiges Studiendesign sollte diesen Aspekt starker in Betracht ziehen und dement-

sprechend den Fokus der Probensammlung auf die ersten Lebensstunden legen.

Als zweiter Untersuchungsgegenstand sollen die erhéht gemessenen Spiegel von IL-12 in den
ersten Lebenstagen diskutiert werden.

Im Allgemeinen ist Interleukin 12 als ein heterodimeres Zytokin bekannt, das aus genetisch
nicht verwandten Untereinheiten besteht und von B-Zellen, phagozytischen Zellen und einigen
antigenprasentierenden Zellen produziert wird (Kobayashi et al., 1989). Die Unterform p70 ist
die biologisch aktive Variante. Dabei wird es vor allem durch mikrobielle Reize aktiviert und
fordert die zelluldre Immunabwehr (Nguyen et al., 2020).

In der Literatur lassen sich Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen IL-12 und der immu-
nologischen Reaktion bei einer Neugeborenensepsis finden. Mancuso et al. untersuchten in
ihrer Studie neugeborene Mause 36 h nach einer induzierten Infektion. Hierbei konnten sie
stark erhéhte IL-12-Spiegel nachweisen. Die Gabe von anti-IL-12-Antikdrpern fuhrte zu einer
erhdhten Letalitat, wahrend eine zusatzliche Gabe von rekombinantem IL-12 sogar einen the-

rapeutischen Effekt erzielte (Mancuso et al., 1997). IL-12 fungierte also als protektiver Faktor.
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Eine japanische Studie untersuchte Zytokin-Serumspiegel aus dem Nabelschnurblut von 224
Neugeborenen, die auf die perinatale Intensivstation aufgenommen werden mussten: 1L-12
blieb in mehr als 80 % der Falle unter einem Spiegel von 1 pg/ml und zeigte keine Korrelation
mit maternalen oder neonatalen Komplikationen, ohne dass diese genauer spezifiziert wurden
(Takahashi et al., 2010). Es ist jedoch in Betracht zu ziehen, dass Frihgeborene einen Groliteil
des Studienkollektivs ausmachten. Sugitharini et al. untersuchten mehrere Zytokine bei EOS
von 118 erkrankten Neugeborenen und stellten signifikant erhéhte Werte von IL-12 fest. Sen-
sitivitdt und Spezifitdt wurden nicht bestimmt (Sugitharini et al., 2013). Auch hier wurde ein
durchschnittlich jliingeres Kollektiv mit niedrigerem Geburtsgewicht untersucht. Eine prospek-
tive Kohortenstudie aus Neuseeland bestimmte die Serumspiegel mehrerer Interleukine von
117 Neonaten, die auf der Intensivstation aufgrund einer EOS antibiotisch behandelt wurden,
um deren statistischen Gutekriterien zu bestimmen. Unter den getesteten Interleukinen stach
IL-12 eher als Bestatigungstest denn als Suchtest hervor, da die Sensitivitat bei 17 % und die
Spezifitat bei 99 % lag (Sherwin et al., 2008). In der Arbeit von Kliewer et al. konnte IL-12 nur
in Einzelfallen nachgewiesen werden, ein Vergleich mit der vorliegenden Untersuchung er-
scheint also kaum mdglich (Kliewer, 2019).

Auch wenn in den letzten Jahren IL-12 nicht im Fokus des Forschungsinteresses lag, erscheint
angesichts der jungsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ein erneuter und genauerer Blick
sinnvoll. Ahnlich wie bei Interleukin 6 sollte das Sammeln von Proben direkt zu Lebensbeginn

erfolgen, um der Kinetik von IL-12 gerecht zu werden.

Neben IL-12 konnte ebenfalls bei Interleukin 13 festgestellt werden, dass die Werte wahrend
der Enthnahmetage 0-2 in der Sepsisgruppe héher als in der Kontrollgruppe waren (p = 0,162).
IL-13 wird vor allem von TH-2-Zellen ausgeschiuittet (lwaszko et al., 2021). Es spielt eine wich-
tige Rolle bei allergischen Reaktionen sowie bei der parasitaren Abwehr (Finkelman et al.,
2004, Gour and Wills-Karp, 2015). Zudem ist es als B-Zell-Aktivator bekannt und inhibiert die
Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und IL-12 (Defrance et al., 1994,
Hershey, 2003). Im Mausmodell konnte ein protektiver Effekt bei induzierter (neonataler) Sep-
sis gezeigt werden: Die Mortalitat wurde dosisabhangig durch Gentransfer von humanem IL-4
oder IL-13 reduziert (Nicoletti et al., 1997, Baumhofer et al., 1998).

Eine Studie, die eine mogliche Rolle von IL-13 bei Kindern mit Sepsis untersuchte, stellte
niedrigere Serumspiegel bei denjenigen Kindern fest, die verstarben oder einen septischen
Schock erlitten (Blanco-Quirés et al., 2005). Takahashi et al. stellten wie bei IL-12 auch bei IL-
13 in Uber 80 % der Kinder Serumspiegel von unter 1 pg/ml fest. Interessanterweise zeigte IL-
12 nur mit IL-13 eine positive Korrelation. Dies widerspricht den oben genannten Studien, die
eine inhibierende Wirkung von IL-13 auf die IL-12-Ausschittung feststellten. Die bereits

erwahnte Untersuchung von Sugitharini et al. ist eine der wenigen klinischen EOS-Studien,
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die auch IL-13 bestimmte. In der Studie konnten keine unterschiedlichen Levels bei der
Sepsis- und Kontrollgruppe gemessen werden (Sugitharini et al., 2013).

IL-13 erscheint angesichts der Studienlage nur bedingt als diagnostischer Biomarker geeignet.
Der bedeutenden Rolle von IL-13 bei allergischen und parasitaren Entwicklungen liegt eine
andere Pathophysiologie zugrunde als derjenigen im Rahmen einer EOS. Als anti-inflamma-
torisches Zytokin ist eine Hochregulation in der Frihphase einer Infektion — die den entschei-
denden Zeitraum fir eine zuverlassige Diagnose darstellt — nicht zu erwarten. Vielmehr weisen
die Studienergebnisse auf eine protektive Funktion des Zytokins hin — eventuell, indem eine

Uberschiel3ende Reaktion des Immunsystems verhindert wird.

5.2 Ergebnisse der Stuhluntersuchungen
Die Ergebnisse der Mikrobiomsequenzierung sollen im Folgenden analog zu Kapitel 4 unter
den Aspekten der phylogenetischen Vielfalt auf Ebene der Phyla und der Genera sowie der a-

Diversitat diskutiert werden.

5.2.1 Diskussion der Studienpopulation bzgl. Phylogenetik und a-Diversitat

In der vorliegenden Studie wurden primar die Phyla Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria und Verrucomicrobiota nachgewiesen, wovon Bacteroidetes, Firmicutes und
Proteobacteria deutlich starker reprasentiert waren. Jeweilige Hauptvertreter der Phyla waren
Bacteroides fir Bacteroidetes, Staphylococci und Streptococci fur Firmicutes, Escherichia-Shi-
gella fir Proteobacteria sowie Bifidobacteria fir Actinobacteria. Firmicutes zeichnete sich
durch zwei anstelle von einem pragenden Genus aus. Bakterien aus dem Phylum Verruco-

microbiota erreichten nur in einer Probe einen Anteil von 2 %.

Im Allgemeinen sind die wichtigsten und vorherrschenden Phyla in den ersten Tagen— mit
grof3er interindividueller Varianz — Bacteroidetes, Firmicutes und Proteobacteria. Von diesen
dreien sind Firmicutes und Proteobacteria noch einmal haufiger zu erwarten. Zusatzlich lassen
sich Actinobacteria in geringerer Zahl und gelegentlich Verrucomicrobiota nachweisen. Fur
gewohnlich setzen sich die Phyla aus nur einem oder wenigen Genera zusammen: Bei Bac-
teroidetes sind dies in der Regel Bacteroides. Bei Firmicutes zeigt sich mehr Vielfalt, da der
Einfluss durch den Geburtsmodus starker erscheint (z. B. mehr Stapylococci bei CS-Kindern).
Proteobacteria werden meist durch Escherichia-Shigella sowie E. coli reprasentiert sowie Ac-
tinobacteria vor allem durch Bifidobacteria (Hill et al., 2017, Del Chierico et al., 2015, Backhed
et al., 2015, Dogra et al., 2015, Palmer et al., 2007, Podlesny and Fricke, 2021). Die vorlie-
genden Daten zeigen damit eine weitgehende Ubereinstimmung mit den Forschungsergeb-
nissen anderer Untersuchungen. Ebenso wie bei Dogra et al. prasentierte sich Firmicutes mit

zwei anstelle nur eines prominenten Genus (Dogra et al., 2015).
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Auch das bereits deutlich geringere Auftreten von Actinobacteria ist in Einklang mit anderen
Studien zu bringen (Del Chierico et al., 2015, Chichlowski et al., 2012, Milani et al., 2017). Als
moglicher Erklarungsansatz hierfir kann v. a. der starke Einfluss der Ernahrung mit Mutter-
milch auf den Hauptvertreter Bifidobacteria aufgeflihrt werden, da dieser in den ersten Lebens-

tagen noch nicht so starken Einfluss ausgetibt haben kann.

Bezuglich der a-Diversitat in der vorliegenden Untersuchung wurden wahrend der ersten acht
Lebenstage Shannon-Werte von ca. 1,2 errechnet (s. Tab. 23).

Wie bereits unter 2.2.3 erwahnt, kann eine intestinale Dysbiose beglnstigend fir die Entste-
hung einer neonatalen Sepsis wirken. Nicht zuletzt die a-Diversitat ist hierflr ein guter Anhalts-
punkt, sodass diese von grofiem Interesse ist. Die aktuelle Forschungslage zeigt, dass mit
Geburt von einer im Vergleich zum adulten Mikrobiom geringeren Vielfalt, die im Lauf der Zeit
stetig zunimmt, auszugehen ist. (Bogaert et al., 2023, Stewart et al., 2018, Backhed et al.,
2015, Bokulich et al., 2016).

Reyman et al., ermittelten bei gesunden Reifgeborenen einen medianen Shannon-Index von
1,21 kurz nach Geburt (Reyman et al., 2022). Auch Bogaert et al. stellten eine Entwicklung
von ca. 0,75 am Tag der Geburt hin zu ca. 1,5 nach einer Woche fest (Bogaert et al., 2023).
Ferreti et al. bemerkten bei Reifgeborenen gesunden Kindern in den ersten 24 Lebensstunden
einen Shannon-Index von ca. 2 (Median) mit anschlieBendem Abfall auf Werte von 1 bis 1,5
in den folgenden vier Tagen. Die hier vorliegenden Werte dhneln damit im Gesamtkollektiv
sehr denen von gesunden Kindern. Dies ist angesichts des Uberhangs von gesunden Proben
am Gesamtkollektiv nicht Uberraschend. Die starken Schwankungen an Tag 6 und 7 erschei-
nen bei jeweils nur einer einzelnen Dosis kaum verwertbar.

Bei einer kombinierten Betrachtung von a-Diversitat und Phylogenetik zeigte sich ein Zusam-
menhang von erhohter Diversitat bei Bacteroidetes und erniedrigter bei Firmicutes in der vor-
liegenden Studie. Shaw et al. kamen — bei Frilhgeborenen — auf Genusebene zu einem ahnli-
chen Ergebnis, da ein stark negativer Zusammenhang von Escherichia-Shigella, die zur Fa-
milie der Enterobacteriaceae gehdren, mit a-Diversitat und Aquitdt gemessen werden konnte
(p = 0,022 bzw. 0,088) (Shaw et al., 2015).

Ebenso konnte bei Friihgeborenen mit LOS eine erniedrigte Diversitat mit einem vermehrten
Vorkommen von nicht obligat anaeroben Staphylococci sowie Enterobacteriaceae assoziiert
werden (Adelman et al., 2020, Singer et al., 2019, Shaw et al., 2015, Graspeuntner et al.,
2018).

In einem weiteren Schritt wurden die Korrelationen der Phyla und Genera zueinander unter-
sucht. In der vorliegenden Arbeit weisen Bacteroidetes — abgesehen von Actinobacteria — fast

nur negative Korrelationen mit den anderen Phyla und davon insbesondere mit Firmicutes auf.
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Dies ist gut vereinbar mit dem Aspekt, dass in einem Grof3teil der Proben ein Phylum, respek-
tive ein Genus die absolute Mehrheit der reads stellte (s. 4.8.1, bzw. 4.8.2).

Die Untersuchung von Del Chierico et al., in der grotenteils per Sectio entbundene Kinder
eingeschlossen wurden, zeigte in der Subgruppe der spontan entbundenen Kinder fir Bacte-
roidetes teils positive Zusammenhange mit Actinobacteria und Verrucomicrobiota — also den
verhaltnismanig weniger stark vertretenen Phyla — sowie zwischen Firmicutes und Proteobac-
teria als weitere Vertreter der ,Top 3“ eine inverse Korrelation. Dies lieRe sich dahingehend
interpretieren, dass es zwei gefestigte Phyla-Kombinationen geben kénnte.

Auf den ersten Blick scheint im Studienkollektiv also ein ,normales* Mikrobiom vorzuliegen,
wie es bei Reifgeborenen, die spontan entbunden wurden und bei denen keine weiteren peri-
partalen Perturbationen eintraten, zu erwarten gewesen ware. Im Folgenden soll dennoch ein
genauerer Blick auf mégliche Unterschiede unter Ricksichtnahme der unterschiedlichen Ein-
flussfaktoren genommen werden sowie ein moglicher Einfluss einer neonatalen Infektion und

die antibiotische Behandlung einer solchen diskutiert werden.

5.2.2 Maogliche Rolle von Bacteroidetes und Firmicutes bei der EOS

Ein unerwartetes Ergebnis der Arbeit war, dass das Phylum Bacteroidetes (und darunter Bac-
teroides als malRgebliches Genus) in der Sepsiskohorte deutlich haufiger nachgewiesen wer-
den konnte als in der Kontrollgruppe. Demgegeniber war Firmicutes bei den Sepsispatienten
seltener als in der Kontrollgruppe. Die signifikant inverse Korrelation zwischen Bacteroidetes
und Firmicutes lasst mutmalen, dass bei einer gréReren Probanden- und Probenzahl auch
die erhéhte Anzahl an Bacteroidetes bei EOS-Proben statistisch signifikant hatte nachgewie-
sen werden kdnnen.

Eine prospektive Fall-Kontroll-Studie aus Spanien verglich friihgeborene, zweieiige Zwillings-
paare, von denen ein Geschwisterkind an einer Sepsis erkrankt war und das andere Kind ge-
sund blieb: Sie stellten eine Korrelation zwischen dem Auftreten einer Sepsis und verringerten
Messungen von obligat anaerob lebenden Bacteroides-Spezies und Bifidobacteria sowie ei-
nem vermehrten Auftreten von (fakultativ) aeroben Enterobacteriaceae fest. Diese Erkenntnis
steht in Gegensatz zu der vorliegenden Studie, in der tendenziell mehr Bacteroides bei den
Sepsisfallen gemessen wurden. Staphylococci, die ebenfalls fakultativ anaerob leben, wurden
dagegen signifikant weniger gemessen. Ein vermehrtes Auftreten von Escherichia-Shigella
oder Klebsiella als Vertreter der Enterobacteriaceae konnte nicht festgestellt werden. Als mdg-
lichen Erklarungsansatz flihren Cernada et al. an, dass ein inverser Zusammenhang zwischen
Bacteroides und einigen Genen, die fir oxidativen Stress kodieren, gemessen werden konnte
(Cernada et al., 2016).

Der grole Einfluss des Gestationsalters auf die Zusammensetzung des Mikrobioms im Sinne
einer tendenziell negativen Korrelation mit dem Auftreten von Bacteroidetes macht etwaige

Vergleiche nur bedingt méglich — dennoch liefern diese Untersuchungen wertvolle Hinweise.
66



Dornelles et al., die ebenfalls nur mit einer klinischen EOS-Diagnose und Friihgeborenen ar-
beiteten, stellten im Mekonium von diesen mehr Proteobacteria bei Sepsisproben als bei ge-
sunden Kindern fest (Dornelles et al., 2022). Teil dieses Phylums ist u. a. das Genus E-
scherichia-Shigella mit E. coli als einem der bekanntesten Vertreter. Auch hier ist jedoch wie-
der auf die bedingte Vergleichbarkeit aufgrund der Friihgeburtlichkeit hinzuweisen. Nicht zu-
letzt E. coli als haufigster Erreger der EOS bei Friihgeborenen ist damit nachvollziehbar pro-

minent.

Bakterien der Gattung Bacteroides werden im Allgemeinen neben Bifidobacteria und Lactoba-
cillus den der Darmgesundheit vorteilhaften Spezies zugeordnet. Es ware also eher zu erwar-
ten gewesen, dass in der gesunden Kontrollgruppe mehr Bacteroidetes (und damit Bacteroi-
des) zu messen sind. Damit stellt sich die Frage zu Ursache und Wirkung hinsichtlich eines
moglichen gegenverkehrten Verhaltnisses zwischen Bacteroides und EOS.

Eine direkte Rolle von Bacteroides als Verursacher der Sepsis ist sehr unwahrscheinlich, da
diese bei Blutkulturen nahezu keine Rolle spielen.

Die verschiedenen Spezies von Bacteroides erfullen im Normalfall wichtige Funktionen im GIT.
So wird ein Einfluss auf das Immunsystem diskutiert: Das von B. fragilis exprimierte Polysac-
charid A scheint fir eine Induktion des antiinflammatorischen IL-10 verantwortlich zu sein
(Sommese et al., 2012, Ramakrishna et al., 2019, Cohen-Poradosu et al., 2011). Zwar kann
IL-10 u. a. vor einer Uberschielenden Immunreaktion bei septischem Geschehen schiitzen,
es existieren jedoch Hinweise, dass bei Neonaten eine ubermaRige Produktion von IL-10
nachteilige Effekte im Rahmen einer GBS-Erkrankung nach sich ziehen kann, indem die Funk-
tion von neutrophilen Granulozyten beeintrachtigt wird (Andrade et al., 2013, Madureira et al.,
2011). In diesem Falle ware eine starke Besiedlung mit Bacteroides-Spezies als nachteilig
anzusehen.

In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch keine erhdhten IL-10-Spiegel oder eine Korrelation
von Bacteroides mit IL-10 gemessen werden, auch wenn dies unter dem Aspekt des kleinen
Studienkollektivs zu betrachten ist.

Wie bereits erwahnt, spielen neben den Bifidobacteria auch Bacteroides-Spezies eine wichtige
Rolle bei der Produktion der bereits erwahnten SCFAs, die wiederum aus human milk oli-
gosaccharides synthetisiert werden kénnen. SCFAs werden u. a. mit einer gehemmten Im-
munantwort (u. a. durch Inhibition von IL-6) in Verbindung gebracht (Morrison and Preston,
2016, Parada Venegas et al., 2019). Dadurch kénnten Bacteroides auf einem weiteren Weg
fur eine nicht ausreichende Immunantwort verantwortlich sein.

Gegen diesen Ansatz spricht, dass SCFAs, die von Bacteroides-Spezies produziert werden,
auch schitzende Funktionen im GIT ausuben. Acetat, das bei einer E.coli-Infektion mdglich-
erweise eine unterstitzende Funktion einnimmt, wird neben Bifidobacteria auch von Bactero-
ides synthetisiert (Fukuda et al., 2011). Butyrat wiederum tragt zu einer verstarkten Expression
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von tight-junctions der Epithelzellen bei und verringert somit das Risiko einer transmembrana-
len Infektion (Nagpal et al., 2018). Auch das u. a. von Bacteroides produzierte Indol, das keine
SCFA ist, verstarkt die intestinale Barriere. Gleichzeitig wirkt es jedoch auch antiinflammato-
risch Gber IL-10 (Bansal et al., 2010, Gomaa, 2020).

Auf Ebene der humoralen Immunantwort konnten Vertreter von Bacteroides ebenfalls eine
schitzende Rolle durch die Produktion von IgA spielen (Wilmore et al., 2018). Klinisch zeigt
sich der Eindruck, dass anaerobe Bakterien bei neonataler Sepsis fiir einen glinstigen Verlauf

verantwortlich sind (Singer et al., 2019).

Firmicutes und ihre Hauptgenera Staphylococcus und Streptococcus wiederum sind zum ei-
nen als Teil der normalen Darmflora zu betrachten. Zum anderen gibt es zunehmend Hinweise
darauf, dass sie im Neugeborenenalter als eine Art Wegbereiter fiir die Reifung des Mikrobi-
oms fungieren. So scheinen sie — bei groRer interindividueller Varianz — als fakultativ anaerobe
Spezies durch den sukzessiven Verbrauch von Sauerstoff den Weg fir obligat anaerobe Bak-
terien (z. B. Bacteroides, Bifidobacteria) zu ebnen. Bacteroides und Bifidobacteria, welche
wiederum auf die Verwertung von HMOs spezialisiert sind, finden dadurch ein fir sie geeigne-
tes Habitat vor (s. 2.2.2.3) (Lee and Chiu, 2023, Stewart et al., 2018).

Diesen Befund erhebt auch ein Review von Milani et al. Der Anteil der Bacteroidetes nimmt
dabei mit fortschreitendem Alter zu, bis sie gemeinsam mit Firmicutes die dominierenden
Phyla im Erwachsenenalter sind (Milani et al., 2017, Costea et al., 2018, Del Chierico et al.,
2015). Das vermehrte Vorkommen von Bacteroidetes in der vorliegenden Untersuchung
konnte also als eine vorzeitige Reifung des Mikrobioms gewertet werden. Wertet man dies als
Jruhreif‘, ware die Hypothese aufzustellen, dass aufgrund nicht bekannter Effekte in den ers-
ten Lebenstagen ein anaerobes Gl-Milieu eher zur Entstehung einer neonatalen Sepsis bei-
tragt als diese verhindert. Gestitzt wirde dies durch die normalerweise frihestens nach eini-
gen Wochen auftretende Dominanz von Bacteroidetes. In diesem Zusammenhang ware es
interessant, die Konzentration von SCFA zum Zeitpunkt der Krankheit zu kennen.

Mehrere Studien zeigten, dass der GI-Trakt unter unginstigen Umstanden eine Rolle in der
Entstehung einer Sepsis spielen kann — sei es direkt als Ursprungsort des verursachenden
Pathogens oder indirekt durch Dysbiose und damit einhergehender Pradisposition: So konnten
el Manouni el Hassani et al. bei dem Grol¥teil der LOS-Falle den in der Blutkultur ausgemach-
ten Erreger in vorher abgenommenen Stuhlproben identifizieren und auch Carl et al. fanden
entsprechende Hinweise (el Manouni el Hassani et al., 2021, Carl et al., 2014). Die entspre-
chende Konsequenz, Bacteroidetes als mdgliche Sepsisverursacher zu vermuten erscheint

jedoch aufgrund der aufgeflihrten Studienlage unwahrscheinlich.
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5.2.3 Rolle der antibiotischen Therapie bei der Beurteilung des neonatalen Mik-

robioms
In der vorliegenden Studie erhielten alle der Sepsisgruppe zugeteilten Kinder eine antibioti-
sche Therapie. Nach wie vor wird bei klinischem Verdacht auf eine Sepsis frihzeitig antibio-
tisch therapiert. Nach Stocker et al. kommen auf eine kulturpositive Sepsis 50 bis 100 behan-
delte Neugeborene (Stocker et al., 2023). Eine zweite Studie von 2019 ermittelte mit einem
Median von 69,5:1 ein ahnliches Verhaltnis (Schulman et al., 2019).
In dieser Studie erhielten bis auf vereinzelte Ausnahmen alle antibiotisch behandelten Neuge-
borenen eine Kombinationstherapie mit Ampicillin/Gentamicin. In der Gruppe ,Spat‘ machte
sich dies durch eine starke Verringerung der Diversitat deutlich bemerkbar.
Es ist zu erwarten, dass je nach Wahl des konkreten antibiotischen Wirkstoffs die Phyla/Ge-
nera unterschiedlich stark betroffen sind. Fouhy et al., die explizit die Auswirkungen der Kom-
bination Ampicillin/Gentamicin auf das Mikrobiom untersuchten, stellten u. a. einen Rickgang
von Bacteroidetes und keine Veranderungen flir Staphylococci (Fouhy et al., 2012) fest. Auch
Ferrer et al. identifizierten Bacteroides als eines der sensibelsten Genera fur antibiotische Sto-
rungen; die Kombination von Ampicillin und Gentamicin schien jedoch sowohl auf Bacteroides
als auch auf Staphylococci Einfluss auszutiben (Ferrer et al., 2017). Schwartz et al. stellten
wiederum einen so stark ausgepragten Einfluss von Gentamicin auf Staphylococcus aureus
fest, um damit nicht nur die Entwicklung dieser Spezies, sondern die des gesamten Mikrobi-
oms vorhersagen zu kdnnen (Schwartz et al., 2020).
Es ware also anhand der genannten Studien eher ein verminderter Anteil von Bacteroidetes
in der Sepsisgruppe zu erwarten gewesen; die (statistisch nicht signifikante) gréRere Rolle von
Bacteroidetes ist somit durchaus zu hinterfragen. Angesichts der Tatsache, dass Bacteroides
in den seltensten Fallen direkte Verursacher einer EOS sind und, wie bereits beschrieben,
primar den vorteilhaften Spezies zuzuordnen sind, ist die weit verbreitete Anwendung von Am-
picillin/Gentamicin zumindest aus Sicht moéglicher Mikrobiomstérungen kritisch zu sehen.
In Bezug auf die a-Diversitat ist eine nachteilige Wirkung von Antibiotika beschrieben und er-
scheint wenig Uberraschend (Reyman et al., 2022). Reyman et al. konnten in ihrer Untersu-
chung keinen signifikanten Unterschied zwischen drei verglichenen Antibiotika-Therapieregi-
men feststellen.
Als zweiter relevanter Aspekt der Antibiotikaverwendung muss die peripartale Antibiotikapro-
phylaxe betrachtet werden. Haufigste Wirkstoffe sind hierbei Penicillin und Ampicillin. Der Ef-
fekt der vertikalen Transmission von der Mutter auf das Kind wird hiervon naturgemaf} beson-
ders beeinflusst. Zhou et al. stellten die Entwicklung einer IPA-bedingten Dysbiose mit einem
Rlckgang von Lactobacillus (aus dem Phylum Firmicutes) im neonatalen Mikrobiom fest, ohne
weitere Kausalitaten darstellen zu kdnnen (Zhou et al., 2020). Gleichzeitig ist der Nutzen einer

durch IPA verhinderten GBS-Sepsis unbestritten. In der vorliegenden Studie erhielt nur ein
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sehr geringer Anteil der betroffenen Mutter eine peripartale Prophylaxe, sodass von keinem

grofRen Effekt ausgegangen werden muss.

5.2.4 Einfluss weiterer Faktoren

Kaiserschnitt

In der vorliegenden Arbeit wurde nur ein geringer Teil der Kinder per Kaiserschnitt entbunden.
Statistisch signifikante Unterschiede konnten zwischen den Geburtsmodi nicht festgestellt wer-
den. Einer Metaanalyse von Podlesny und Fricke und vielen Einzelstudien zufolge, waren bei
einer Vaginalgeburt mehr Bifidobacteria, Bacteroides und E. coli zu erwarten gewesen, bei
einem Kaiserschnitt hingegen mehr Staphylococci (Podlesny and Fricke, 2021, Hill et al., 2017,
Béckhed et al., 2015). Zusatzlich konnten in den Proben der CS-Kinder bei Del Chierico et al.
nur geringste Mengen Bacteroidetes gemessen werden (Del Chierico et al., 2015).

Samtliche CS-Proben in der vorliegenden Untersuchung waren der Kontrollgruppe zugeord-
net. Damit muss die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass das signifikant haufigere
Auftreten von Firmicutes in der Kontrollgruppe durch die Proben der CS-Kinder beeinflusst

wurde und die Entbindung per Kaiserschnitt als Confounder fungiert.

Vertikale Transmission

Ferretti et al. konnten genauso wie Bogaert et al. zeigen, dass im Allgemeinen ein grofer Anteil
der Spezies im Mikrobiom der Neugeborenen auch in Proben der jeweiligen Mtter vorhanden
ist. Im Spezifischen gelang dies flur Bacteroides und Bifidobacteria (Ferretti et al., 2018,
Bogaert et al., 2023). Auch Yassour et al. konnten stellenweise die direkte Ubertragung von
Bacteroides und Bifidobacteria von der Mutter auf das Kind nachweisen (Yassour et al., 2018).
Interessanterweise scheint die peripartale antibiotische Prophylaxe durchaus einen Einfluss
auf die Weitergabe der Spezies zu haben, die antibiotische Behandlung der Neugeborenen
wiederum nicht (Podlesny and Fricke, 2021). Die grundsatzliche Schwierigkeit, den mdglichen
Einfluss einer antibiotischen Therapie von dem der EOS abzugrenzen, hat also in Bezug auf
diese Art der Mikrobiombeeinflussung keine Bedeutung.

Angesicht der Tatsache, dass der typische Infektionsweg einer EOS wie bereits unter 2.1.2
beschrieben, der vertikale Weg von der Mutter auf das Kind pra- oder intrapartal ist, sollte

diesem Aspekt in zuklnftigen Untersuchungen eine gréRRere Rolle zugeschrieben werden.

Erndhrung
Nicht zuletzt hat die Ernahrung mit Muttermilch — wie bereits beschrieben — einen starken Ein-

fluss auf die Entwicklung des Mikrobioms. Der Einfluss entsteht durch die in Muttermilch ent-
haltenen HMOs, die von Bakterien zu SCFAs verstoffwechselt werden. Der Erndhrungsmodus

wurde in der vorliegenden Untersuchung ebenfalls nicht erfasst. Aufgrund des kurzen
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Erfassungszeitraumes zu Lebensbeginn ist jedoch von einer eher weniger wichtigen Rolle

auszugehen.

5.3 Limitationen der Arbeit

Wie bei den meisten Studien, die sich mit neonataler Sepsis beschaftigen, ist auch in der vor-
liegenden Untersuchung ein grundsatzliches Problem das Fehlen von kulturpositiven Fallen.
Auch Reyman et al. beispielsweise konnten bei 147 eingeschlossenen Kindern, die an einer
Sepsis erkrankt waren, diese nur in zwei Fallen mikrobiologisch nachweisen (Reyman et al.,
2022).

Als weitere Limitation ist zu nennen, dass in dieser Untersuchung die Sequenzierung mittels
16s-DNA-Methode durchgefiihrt wurde. Damit gingen im Vergleich zum ,whole-genome-shot-
gun-sequencing” einige Einschrankungen einher. Eine Analyse der mikrobiellen Verteilung auf
Speziesebene war hierdurch nicht mdglich. So ware z. B. von Interesse gewesen, auf welche
Spezies sich das Genus Staphylococcus verteilte, um eine mégliche Kontamination durch S.
epidermidis untersuchen zu kénnen. Ebenso ware es von Interesse gewesen, innerhalb des
Genus Streptococcus S. agalactiae und damit den haufigsten Erreger der EOS bei Reifgebo-
renen zu identifizieren.

Die Betrachtung funktioneller Einheiten konnte ebenfalls nicht durchgefihrt werden. Vor allem
die moéglichen Auswirkungen der systemischen Inflammation auf die (metabolischen) Funktio-

nen des Mikrobioms waren hier von grolRem Interesse gewesen.

Mit Blick auf die geringe Zahl an eingeschlossenen Probanden und insbesondere die geringe
Anzahl der Sepsispatienten wurde auf eine weitergehende statistische Analyse der Zytokine
im Sinne einer Bestimmung von Sensitivitat, Spezifitat, PPV und NPV verzichtet. Eine genaue
Aussage uber die Testgutekriterien und damit die Beurteilung der klinischen Anwendbarkeit
der verschiedenen Zytokine konnte somit nicht getroffen werden.

Auch in Hinblick auf die Analysen des Mikrobioms schrankte die geringe Patientenzahl die
Médglichkeit der statistischen Analysen ein, sodass innerhalb der nach Entnahmetag gebilde-
ten Gruppen nur flir die Tage 3-5 statistisch signifikante Ergebnisse erzielt werden konnten.
Es ist davon auszugehen, dass bei einer gréReren Patientenzahl mehr Signifikanzen nachge-
wiesen worden waren und somit die Aussagekraft der Untersuchung im Ganzen — besonders

aber auf Genusebene — hatte erhdht werden konnen.
Wie bereits erwahnt, ist insbesondere die Rolle der verabreichten Antibiotika nicht von einem

moglichen Einfluss der neonatalen Sepsis zu trennen. Eventuelle Scheinkorrelationen kénnen

in diesen Zusammenhang nicht ausgeschlossen werden. Eine detailliertere Datenerfassung
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sowie ein groRReres Studienkollektiv waren notwendig gewesen, um diese gewissenhaft aus-
schlief3en zu kdnnen.

Wie bereits in vorherigen Abschnitten erwahnt, unterliegt die Zusammensetzung des Mikro-
biom gerade wahrend der ersten Lebenstage groRen Schwankungen. Ahnlich zu vielen ande-
ren Mikrobiomstudien, die nur einen Querschnitt erheben, hatte ein longitudinaler Ansatz der
Studie mit festgelegten Zeitpunkten fir das Sammeln der Proben vermutlich zu statistisch
stabileren Ergebnissen geflihrt und gleichzeitig den zeitlichen Verlauf selbst als potenziellen
Storfaktor identifizieren kénnen. Hierflir waren jedoch deutlich gréRere Ressourcen in der

Phase des Probensammelns noétig gewesen.
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6 Zusammenfassung

Diese Dissertationsschrift beschaftigte sich mit zwei Fragestellungen im Rahmen der ersten
Lebenstage von Neugeborenen, die an einer early-onset-Sepsis erkrankten.

Zum einen sollten anhand von Blutproben verschiedene Zytokine auf ihr Potenzial als diag-
nostische Biomarker fiir eine Early-onset-Sepsis untersucht werden.

Zum anderen wurde das gastrointestinale Mikrobiom der Neugeborenen auf moégliche Unter-
schiede zwischen gesunden und an EOS erkrankten Kindern untersucht.

Die Erforschung des Mikrobioms hat in den letzten 15 Jahren erstaunliche Einblicke in das
Zusammenspiel der Mikroorganismen mit dem menschlichen Korper geliefert: In den ersten
Lebensmonaten wird der Grundstein fir ein ausgeglichenes, gesundes Mikrobiom gelegt.
Dementsprechend weitreichend kénnen die Auswirkungen einer systemischen Infektion in die-

ser Zeit sein.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Neugeborenen anhand eines Sepsisscores, der klini-
sche, maternale und labortechnische Parameter berticksichtigte, in zwei Kohorten aufgeteilt —
eine Sepsis- und eine Kontrollgruppe. Es wurden wahrend der ersten acht Lebenstage Blut-

bzw. Stuhlproben gesammelt.

In den Blutanalysen zeigten sich fir keine der untersuchten Zytokine signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Kohorten. Naher betrachtet wurden in dieser Arbeit die beiden Interleu-
kine 12 und 13, die jeweils hohere Spiegel in der Sepsisgruppe an den Entnahmetagen 0-2
aufwiesen.

Nach Vergleich mit der einschlagigen Literatur muss die Eignung von IL-13 als diagnostischer
Biomarker der EOS in Zweifel gezogen werden, da es als anti-inflammatorisches Zytokin vor
allem bei allergischen und parasitaren Reaktionen bzw. Infektionen von Relevanz ist und somit
keine prominente Rolle zu Beginn einer bakteriellen Infektion zu erwarten ist.

Far IL-12 hingegen gibt es in dieser Untersuchung wie auch in der Literatur deutliche Hinweise,
dass es als einer der ersten Akteure in der Immunabwehr Potenzial fur die Verwendung als
diagnostischer Biomarker hat, sodass eine weitere Erforschung dieses Zytokins sinnvoll er-

scheint.

Die Mikrobiomanalyse brachte drei nennenswerte Aspekte hervor. Erstens konnte gezeigt wer-
den, dass wahrend der Entnahmetage 3 bis 5 Bakterien des Phylums Firmicutes signifikant
haufiger bei gesunden Kindern vorkommen. Zweitens waren Bacteroidetes innerhalb der Sep-
sisgruppe vorherrschend. Dieses Bild wird von einem stark negativen Korrelationskoeffizien-
ten dieser beiden Phyla von -0,706 erganzt. Drittens wies das Mikrobiom der erkrankten Kinder

wahrend der Lebenstage 3 bis 5 eine niedrigere Diversitat auf.
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Wird ein Vergleich zur Forschungsliteratur gezogen, Uberraschen die Ergebnisse der ersten
beiden Punkte, da das Genus Bacteroides als Hauptvertreter des Phylums Bacteroidetes mit
groBtenteils positiven, bzw. protektiven Effekten assoziiert wird. Gleichzeitig zeigen Untersu-
chungen, dass die von Bacteroides produzierten SCFAs u. U. bremsend auf das Immunsystem
wirken kénnen und somit potenziell im Rahmen eines septischen Geschehens nachteilige Ef-
fekte erzielen kdnnten.

Ein zusatzlicher Erklarungsansatz fir den vermehrten Nachweis kénnte die Rolle von Bacte-
roides bei der Sekretion des anti-inflammatorischen IL-10 spielen, da dieses im Rahmen einer
GBS-Infektion nachteilige Effekte zu verursachen scheint. In Zusammenschau der aktuellen
Forschungserkenntnisse liegt eine protektive Rolle von Bacteroides nahe, womit ein erhdhtes
Vorkommen in der Kontrollgruppe zu erwarten gewesen ware.

Auch wenn auf Basis der vorliegenden Ergebnisse keine kausalen Aussagen getatigt werden
konnen, erscheint die Kausalitatskette plausibler, dass eine Dysbiose des Mikrobioms die Ent-
stehung einer early-onset-Sepsis beglnstigt, als dass eine EOS die moéglichen Unterschiede

des Mikrobioms verursacht.

Die vorliegenden Ergebnisse schaffen sowohl hinsichtlich der untersuchten Zytokine als auch
des Mikrobioms Anreize zu Folgeuntersuchungen:

Die Forschung im Bereich der Neugeborenensepsis ist bisher sehr auf die LOS und Frihge-
borene konzentriert. Der Fokus dieser Studie lag hingegen auf Reifgeborenen sowie der EOS
und konnte damit fir diesen bisher eher weniger untersuchten Bereich neues Wissen gene-
rieren. Insbesondere die mdgliche Rolle von Interleukin 12 als Biomarker fiir die EOS als wei-

tergehender Untersuchungsgegenstand soll hier genannt sein.

Betrachtet man den typischerweise vertikalen Ubertragungsweg einer EOS, erscheint eine er-
neute Untersuchung der Wechselwirkung von EOS und Mikrobiom vor allem als Mutter-Kind-
Analyse sinnvoll. Die Kombination eines solchen Studiensettings mit der Rekrutierung von kul-
turgesicherten Sepsitiden kdnnte sowohl mogliche Ausldser einer EOS als auch mogliche Aus-

wirkungen einer EOS besser differenzieren.
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8 Anhang
8.1 Protokoll AG Gehring PCR-Vorbereitung

e

165 Amplicon PCR Forward Primer 5’

primtl Orrhdng adaptt!”
—_ 5’ TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG

feree e
,an'm!f
&

e

88

165 Amplicon PCR Reverse Primer 5°

ovelthang AAGPHT

e PP St

GTCTCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA G GA CTA CHV GGG TAT CTAATCC

1. Amplicon PCR ' (ﬁ//t.s /%”L be: “‘2\5_2'7 in 96er well 0,2 ml PCR plate

Microbial Genomic DNA (5 ng/pl) 2,54 S5 (
(70 Aowtiiris pHEST) ! £
Amplicon Forw. Primer (1 uM) [lb_ mhj 5,0ul A G
Amplicon Rev. Primer (1 uM) [(5[,\.‘77 5,0ul /71 &,
2 x KAPA HiFi HotStart Ready Mix 12,54 s
25,0l A=
[

95° C for 3 min
25 Zyklen : 95° C for 30 sec

55° C for 30 sec

72° C for 30 sec
72° C for 5 min
Hold at4°C

&y
- e AT / 28

1 pl der PCR fiir Bioanalyze ca. 550 bp K Wf W/ /‘d‘lﬂ/’m A

/
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- 2.PCRClean-Up & —D /] \C. /”r[ ﬁ(%‘r’ac Zrz

i

Reinigen der V3/v4 Amplicons von freien Primern und Primerdimeren
-Amplicon-PCR Plate 1000g fiir 1 min

-AMPure XP beads auf RT bringen

- AMPure Beads vortexen 30 sec

- 20 pl AMPure XP Beads zu jeder Amplicon PCR

- komplette Valumen mehrfach auf und ab pipettieren (Shakef 2 min MiDIPla
-5 min RT inkubieren
_Platte fiir 2 min auf Magnetstander stellen (bis Uberstand klar ist)
-Uberstand abnehmen und verwerfen
- Platte auf Magnetstander belassen + 200 plfrischem 80% Ethanol

30 sec inkubieren, Uberstand abAehmen und verwerfen

-Wiederholen mit 200 pl Ethanol

-noch verbliebenen Ethanol mit Pipétten entfernen

-10 min lufttrocknen der bead/(immer noch auf dem Magnetstander)
-PCR Plate von Magnetst'a?er entfernen

- +52,5u 10 mM Tris/ pH 8,5

- mehrfach resusp /- z

-2 min RT

- PCR-Plate auf Magnetstdnder stellen, 2 min, bis Uberstand klar

- 50l vofn Uberstand (Amplicon PCR) in eine neue 96 well Plate Uberfiihren.

/
P

\
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Mit dem Nextera XT Index Kit. (24 oder 96 Indices)

Hier werden unterschiedliche Primer (N7xx und S5xx) als Index Primer verwendet, die dann

spiter (wenn die Library gepoolt ist) eine eindeutige Zuweisung zum Ausgangspatient

ermdglichen.....

Bsp mit 6 versch. N701-N706 und 4 versch. 5501-5504

N701 N702 N703 N704 N705 N706
$501 5501 5501 5501 $501 5501
N701 N702 N703 N704 N705 N706
5502 $502 S502 $502 5502 $502
N701 N702 N703 N704 N705 N706
S503 $503 5503 5503 $503 S503
N701 N702 N703 N704 N705 N706
$504 S504 5504 S504 S504 S504
3. Index PCR
2
- 5pl DNA dergereinigten Amplicon-PCR 49]%/ l \_‘\,f .
+ 5yl Nextera XT Primer 1 (N7xx) A
+ 5ul  Nextera XT Primer 2 (S5xx) A
+25pul  2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix %g
+ 10 pl PCR Grade water
50l Total 2 A k]
= /

Mixen, verschlieRen, 1000g 1 min.....

95° C for 3 min

8 Zyklen : 95° C for 30 sec
55° C for 30 sec
72° C for 30 sec

72° C for 5 min

Hold at 4° C
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=

4. PCR Clean-Up-2
- Index-PCRs zentrifugieren 280g 1 min |
- AMPure XP beads vortexen
T Al
- 5’6 pl Kmpure XP beads in jede Index-PCR pipettieren (50 pl) mixen
- 5min RT
- Platte in Magnetstander 2 min, bis Uberstand klar ist
- Uberstand entfernen und verwerfen
-+ 200 wl frischen 80% Ethanol {im Magnetstdnder)
- 30 Sec. inkubieren
- Uberstand entfernen und verwerfen
- Waschen mit 200 pl Ethanol wiederholen, Reste von Ethanol abpipettieren
- aus Magnetstdnder 10 min lufttrockenen lassen
- Index-PCR vom Magnetstdnder nehmen
- 427,54 10mM Tris, ph 8,5 / /_)/aj(izn et s |
- beads mehrfach resusp. -~ ’
-2 min RT

- auf den Magnetstander und 2 min inkub. , bis Uberstand klar ist

- 25 ul Index-PCR in neue 96 well Plate

1 ply,l 5§Verdunnung der final library auf__q_anaJvzeT"DNA 1000 messen

@M JemEELn (e /*/f w#)

—

ca. 630 bp
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5. Library Quantifizierung und Pooling

DNA-Konz messen (ng/ pl) Ot ik

Umrechnen in nM

DEPL ok WAl
Und mit 10 Wﬁ—au@nﬂ/\)ﬁrdﬂnnen

Aliguots von 5 il der auf 4 nM verd. Library spoclen (bis zu 96 Libraries in einem MiSeq run}

6. Library Denaturing und MiSeq Sample Loading

- Heizblock fiir Eppis auf 96°C vorheizen
- MiSeq reagent cartrigde aus freezer zu RT
- Eishad (3 Teile Eis, 1 Teil Wasser)
- HT1 Hybridization Buffer im Eisbad auftauen
- Denaturierung: 5 pl der pooled library Z“? nh 7
+ 5yl 0,2 NNaOH (nicht dlterals1Wo) = [;7—“ MJ
- vortexen, zentr. 280g 1 min
-5 min inkubieren RT  resultiert Einzelstrang 10 ul denat. DNA 72 /20

- +990 pl gekiihlten HT1 (Hybridisierungspuffer) = Konz von 20pM denat. DNA

\0‘-\
e

Zup. Lol
ol 3 O
_Verdiinnung der Denat. DNA  gAanvt én éf"’ﬁ‘" 5 441
[ Endkonz. 2 pM apM /75| 6pM | 8 pM 10 pM
20 pM denat. DNA | 60 pi 120 pl 180 ul 240 pl 300 pl
gekihlter HT1 540 pl 480 pl | 420 i 360 pl 300 ul

- Verdiinnungen auf Eis



ol ©
6@11'{" 2. 0 [FOEN, uk;’r})r#
7 lsecy s P o SN
' el

. J’:\g?’ﬁ /6 ; Agc’m@m’\%

Denaturierung und Verdiinnung der PhiX-Kontrolle < »\ '
- 2w Phix-library (10nM) i Sﬁt’ werpien reodls S’rr“r;;’f /%X
- +3pl TrispHB8,5 = 4 nM ;

- +5pul NaOH 0,2N = 2nM (2000 pM} |

- vortexen u. 5min RT |

-+ 990 pl pre-chilled HT1 - 201@M

Endkonz. 2 pM 4pM 6 pM 8 pM 10 pM

20 pM denat Phix | 60l 120 ul 180 pl 240 pl 300 pl

gekihlter HT1 540 pl {480 pl 420 pl 360 ul 300|

Cawple: taun Lelade . Qf%ﬂa(ffé//*f }

570 pl denat. und verdiinnte amplicon library
+ 30l denat. Und verdiinnte PhiX Kontrolle = 5%

- aus Eis halten

- Heizblock hei? ? dann library 96°C 2 min {ﬁfﬂ lwirz Lor B /A . LT e, \
pec Rimms !

- Tube invertieren zum mixen und sofort Eiswasserbad 5 min

- beladen der MiSeq reagent cartridge
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