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Dokumentationsblatt
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Kurzreferat:

Die Besiedlung des kindlichen Darms beginnt unmittelbar mit der Geburt. Hier findet der
erste Kontakt mit verschiedensten Bakterien statt. Deshalb war die zentrale Fragestellung
unserer Untersuchung, wie sich die Bakterienarten bei den Geburtsmodi unterscheiden und
wie sich die bakterielle Zusammensetzung im Stuhl von Neugeborenen im Laufe der Jahre
verdndert hat. Wir untersuchten die Stuhlproben von 42 Neugeborenen, wovon 22 vaginal
und 20 per Sectio entbunden wurden, am ersten, zweiten und dritten Lebenstag auf
Bakterienwachstum. Es wurden die aufgetretenen Bakteriengattungen mittels Kultur
bestimmt und von den aufgetretenen Staphylokokken und Enterokokken die Arten und deren
Resistenzen mittels des Phonix-Vollautomaten untersucht. Wir konnten zeigen, dass im
Gegensatz zu fritheren Untersuchungen heutzutage vermehrt Staphylokokken den Darm von
Neugeborenen besiedeln. AuBlerdem fiel auf, dass per Sectio entbundene Kinder eine
verminderte Heterogenitdt in ihrer Stuhlflora haben und erst spdter besiedelt werden als

vaginal entbundene Kinder.
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1 Einleitung

1.1 Einfithrung

Die bakterielle Mikroflora des menschlichen Intestinaltraktes ist sehr komplex und vielféltig.
Sie beherbergt iiber 400 verschiedene Spezies, davon hauptsédchlich Bakterien. Diese sind
iiberwiegend im distalen Ileum und Kolon lokalisiert. Uber 99% der kultivierbaren fikalen
Mikroflora sind durch 30-40 Bakterienspezies reprédsentiert (Fanaro et al. 2003). Das
Verhiltnis von Anaerobiern zu Aerobiern betrdgt 1000:1 (Kocourkova et al. 2007). Der
Gastrointestinaltrakt von Feten ist steril. Wahrend der Geburt erfolgt der erste Kontakt mit
einer Vielzahl von Mikroorganismen. Schon nach einigen Stunden erscheinen die ersten
Bakterien im Stuhl der Neugeborenen. Da der Darm der Neugeborenen ein positives
Oxidations-/Reduktions-Potential besitzt, findet zuerst eine Besiedlung mit Aerobiern bzw.
mit fakultativen Anaerobiern statt. Diese reduzieren den vorhandenen Sauerstoff, so dass
Anaerobier folgen konnen (Moore et al. 2011). Mit welchen Bakterien sich die
Neugeborenen auseinandersetzen miissen, ist stark vom Geburtsmodus abhingig. Vaginal
entbundene Kinder sind der vaginalen und fdkalen Mikroflora der Mutter ausgesetzt,
wohingegen per Sectio entbundene Kinder Bakterien aus dem Umfeld ausgesetzt sind. Es
resultiert eine langsamere und weniger abwechslungsreiche bakterielle Darmbesiedlung der
per Sectio entbundenen Kinder (Salminen et al. 2004). In vielzdhligen Studien wird
beschrieben, dass es durch die verdnderte Mikroflora bei den per Sectio entbundenen
Kindern zu weitreichenden Verdnderungen im Immunsystem kommt, was sich im
vermehrten Auftreten von Atopien duflert (Kero et al. 2001, Davidson et al. 2010, Boutsikon
et al. 2011, Bjorksten et al. 2001, Kirjavainen et al. 1999, Biasucci et al. 2008, Salminen et
al. 2004). Laubereau et al. 2004 zeigten dariiber hinaus eine Assoziation zwischen einer
Entbindung per Sectio und einem vermehrten Auftreten von Durchfillen bei Kindern
wihrend des ersten Lebensjahres. Uber die erstbesiedelnden Bakterien und den Zeitpunkt
thres Auftretens gibt es kontroverse Studienergebnisse. So beschrieben Adlerberth et al.
2006, dass erst nach einigen Tagen die ersten Bakterien in Form von FE.coli und
Enterokokken auftraten. Andere Studien zeigten eine Besiedlung mit FE.coli und
Enterokokken (Gewolb et al. 1999) bzw. mit Enterobakterien, Streptokokken und
Lactobazillen bereits am ersten Tag (Park et al. 2005). Die Unterschiede der beschriebenen

Erstbesiedler konnten durch eine verdnderte Zusammensetzung der kindlichen Darmflora in



der heutigen Zeit begriindet sein, die durch intensivierte HygienemaBnahmen beeinflusst ist.
So ist auch die vermehrte Besiedlung mit Staphylokokken ein neu aufgetretenes Phanomen
(Adlerberth et al. 2005a). Das vermehrte Vorliegen von Ubergewicht wird mit der
Veranderung der Zusammensetzung der Stuhlflora, im Sinne einer stirkeren Besiedlung mit
S.aureus, in Zusammenhang gebracht (Kallioméki et al. 2008). Alle diese Studien zeigen,
wie wichtig die erstbesiedelnden Bakterien sind und welche weitreichenden Einfliisse sie auf
die Gesundheit der Kinder haben. Aufgrund der doch sehr stark variierenden Ergebnisse
iiber Erstbesiedler, den Zeitpunkt der Erstbesiedlung und die durch heutige verdnderte
Umweltbedingungen verdnderte Zusammensetzung der Stuhlflora bei Neugeborenen sahen
wir die Notwendigkeit, eine aktuelle Studie iiber diese Erstbesiedler durchzufiihren. Es fiel
auf, dass in vielen Studien nicht die Stuhlflora direkt nach der Geburt untersucht wurde bzw.
diese Untersuchungen in sehr grofen zeitlichen Abstinden durchgefiihrt wurden (mehrere
Tage bis Wochen). Wir untersuchten Stuhlproben von 42 Neugeborenen am ersten, zweiten
und dritten Lebenstag auf Vorkommen von aeroben und fakultativ anaeroben Bakterien
mittels Kultur. Es erfolgte eine Unterscheidung der Besiedlung zwischen vaginal und per
Sectio entbundenen Kinder sowie eine genauere Spezifizierung und Resistenztestung der
aufgetretenen Enterokokken und Staphylokokken, da diese Bakterien fiir viele Erkrankungen

im Neugeborenenalter verantwortlich gemacht werden konnen.

1.2 Die Darmflora des Menschen

1.2.1 Die mikrobielle Besiedlung des Darms bei Erwachsenen

Der menschliche Darm besitzt eine Oberfliche von ca. 200 m? und stellt damit eine
wesentliche Verbindung zur AuBBenwelt dar. Der proximale Anteil des Diinndarms ist durch
die Magensdure meistens steril. Nach distal nimmt die Besiedlung des Diinndarms immer
starker zu, wobei proximal eher grampositive Kokken und distal eher gramnegative
Stabchen vorherrschen. Am distalen Ende gleicht das Milieu dem des Dickdarms mit vielen
Anaerobiern und Enterobacteriaceae. Die Dickdarmoberflache ist mit einem aktiven Biofilm
ausgekleidet, welcher der Schleimschicht der Enterozyten aufsitzt und iiber 400

verschiedene Bakterien und eine Vielzahl von Viren und anderen Organismen beherbergt.



Die meisten dieser Bakterien leben strikt anaerob, nur vereinzelt kommen auch fakultativ
anaerobe und aerobe Bakterien vor. Die Bakterienzahlen betragen bis zu 102 Keime/g Stuhl
und stellen damit 25-33% des Stuhlgewichts dar. Die Hauptvertreter sind mit 30%
Bacteroidaceae, gefolgt von Bifidobakterien, Eubakterien, Clostridien und Lactobazillen.

Enterokokken und Koliforme sind in niedrigerer Anzahl zu finden (12, 48).

Die mikrobielle Darmflora leistet einen wichtigen Beitrag zur Erndhrung und zum
Stoffwechsel. So produzieren Anaerobier im Dickdarm Vitamin K, das fiir die y -
Carboxylierung der Gerinnungsfaktoren II, VII, IX und X, sowie fiir die antikoagulatorisch
wirkenden Proteine C und S essentiell ist. AuBlerdem synthetisieren Bakterien auch
Bestandteile des Vitamin-B-Komplexes. Die Enterozyten des Darms sind zur Erndhrung auf
bakterielle Metabolite angewiesen und wiirden ohne sie verkiimmern (49). Die Bakterien
sind in der Lage, Polysaccharide zu hydrolysieren und sie zu einfach fir den Darm zu
absorbierenden Monosacchariden zu spalten. Aullerdem aktivieren sie das Lipoprotein

Lipase, welches zur Fettverdauung essentiell ist (20).

1.2.2 Der Darm als Bestandteil des Immunsystems

Der Darm ist das grofite Organ des Immunsystems des Menschen und beherbergt eine
Vielzahl an Bakterien, mit denen der Mensch eine symbiotische Beziehung eingeht. Diese
Mikroorganismen sind essentiell fiir die postnatale Entwicklung der Darmmukosa, der
adaptiven Immunitdt und des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (gut-associated
lymphoid tissue, GALT) (35). Das GALT wird représentiert durch die im Diinndarm und
Blinddarm liegenden Peyer-Plaques sowie die vereinzelt im Dick- und Mastdarm liegenden
Lymphfollikel. Die innerhalb der Darmwand liegenden Peyer-Plaques enthalten grofle B-
Zellfollikel. Diese sind zum Darmlumen hin durch spezielle Enterozyten, die so genannten
M-Zellen, denen der sonst charakteristische Biirstensaum fehlt, abgegrenzt. Antigene, die
sich im Darmlumen befinden, werden von thnen transzelluldr aufgenommen und zu den
Peyer-Plaques transportiert (49). Zwischen den grolen B-Zellfollikeln liegen wiederum
kleine Herde mit Lymphozyten und Plasmazellen. Die Plasmazellen sind in der Lage, IgA zu
sezernieren, welches dann in das Darmlumen abgegeben und an die Schleimschicht des
Darmepithels gebunden wird. Befinden sich Darmpathogene oder deren toxische Produkte

im Darmlumen, heften sich die Immunglobuline an diese und neutralisieren sie. Die mit der



Nahrung massenhaft aufgenommenen Antigene erzeugen normalerweise keine adaptive
Immunantwort. Dies wird als orale Toleranz bezeichnet. Sowohl die Nahrungsantigene als
auch Antigene von Mikroorganismen werden von antigenreprdsentierenden Zellen
(dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und B-Lymphozyten) den T-Lymphozyten
prasentiert. Fiir eine tolerante Reaktion reagieren T-Zellen verschieden. Sie koénnen im
Rahmen des programmierten Zelltodes zerstort werden oder im Sinne einer Anergie, wenn
thnen ein Peptid ohne zusétzliche ko-stimulierende Signale prasentiert wird, nicht mehr auf
dieses Antigen reagieren. FEine weitere Moglichkeit besteht in der Bildung von
regulatorischen T-Zellen. Diese konnen nach erneutem Antigenkontakt aktiv
antigenspezifische Reaktionen unterdriicken. Sie werden als Ty3-Zellen bezeichnet und
bilden nach Stimulation mit einem Antigen IL-4, IL-10 und TGF-8. Diese Zytokine hemmen
die Entwicklung von Ty 1-Reaktionen und sind mit geringeren Antikdrpermengen
verbunden, so dass es praktisch keine T-Zell-Reaktion gibt. Antigene von pathogenen
Keimen hingegen l6sen eine starke Ty 1-Schutzreaktion und Entziindung aus und es

entwickelt sich ein Immunschutz (50).

1.2.3 Die mikrobielle Besiedlung des Darms bei Neugeborenen

Es wird allgemein davon ausgegangen, dass der Darm von Neugeborenen zum Zeitpunkt der
Geburt steril ist. Die Besiedlung beginnt allerdings schon einige Stunden nach der Geburt
mit aeroben und fakultativ anaeroben Bakterien. Diese sind zwar potentiell pathogen, spielen
aber eine wichtige Rolle, indem sie das Darmmilieu auf die Anaerobier vorbereiten. Sie
konsumieren den Sauerstoff und schaffen so anaerobe Gegebenheiten. Die aeroben

Bakterien werden dann nach ein bis zwei Wochen durch anaerobe Bakterien ersetzt (35, 36).

Innerhalb der ersten 12 Lebensstunden setzen 70% der Neugeborenen ihren ersten Stuhl ab,
das so genannte Mekonium. Dieses ist griinlich-schwarz und besteht aus Zellbestandteilen,
Lanugo und eingedickter Galle. Oft ist bereits dieser Stuhl mit ersten Bakterien besiedelt

(49, 51).



1.3 Staphylokokken

1.3.1 Einleitung

Staphylokokken sind unbewegliche, in Haufen oder Trauben angeordnete grampositive,
fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende Bakterien. Sie gehdren der Familie der
Micrococcaceae an und sind katalase-positiv. Anhand der Koagulasereaktion kann man sie
in  koagulase-positive  (Staphylococcus aureus) und koagulase-negative Spezies
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus hominis, u.a.)

unterteilen (49).

1.3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus 1ist ubiquitdr in der Natur zu finden und besiedelt zu 25-30%
asymptomatisch die oberen Atemwege und die Haut des Menschen. Er besitzt eine hohe
Umweltresistenz, eine Unempfindlichkeit gegen Austrocknung und kann die saure
Magenpassage ungehindert iiberwinden (48). Eine Pathogenitét erreicht er durch eine Reihe
von Virulenzfaktoren, wie z.B. die Koagulase und den Clumpingfaktor, welche zu
Fibrinverklebungen fiihren, eine Polysaccharidkapsel und das Protein A, die vor
Phagozytose schiitzen, ein intrazelluldres Adhésin zur Biofilmbildung, Hémolysine zur
Auflosung von Erythrozyten, Exfoliatintoxine, die zur Blasenbildung der Haut fiihren,
Enterotoxine, die Durchfall verursachen und das Toxic shock syndrom toxin (TSST), das
zum Bild des toxischen Schocksyndroms fiihrt. Allerdings besitzen nicht alle
Staphylokokken diese Faktoren. AuBerdem bilden zahlreiche Stimme das Enzym
Penicillinase (Betalaktamase), wodurch Benzylpenicillin, Ampicillin und Ureidopenicillin
unwirksam werden. Staphylokokken rufen Krankheiten oft nur bei einer Abwehrschwiche
des Wirtes hervor oder wenn sie sehr viele Pathogenititsfaktoren aufweisen. Durch
Staphylococcus aureus selbst konnen Abszesse entstehen, wie z.B. bei Furunkeln, sowie
Osteomyelitiden und Infektionen der inneren Organe ausgelost werden, wie z.B. bei der
Endokarditis, der Pneumonie und der Sepsis. Toxinbedingt entstehen beispielsweise
Lebensmittelvergiftungen, Enteritiden und  Enterokolitiden. — Daneben gibt es

Ubergangsformen zwischen invasiven und toxinbedingten Erkrankungen, wie z.B. die



Dermatitis exfoliata und das Toxische Schocksyndrom. Eine spezielle Rolle als nosokomiale

Erreger spielen dabei methicillinresistente S. aureus (MRSA) (49).

1.3.3 Koagulase negative Staphylokokken

Sie gehdren zur normalen Flora der Haut und Schleimhaut des Menschen. Der bekannteste
und wichtigste Vertreter ist Staphylococcus epidermidis. Er besitzt die Fahigkeit, einen
Biofilm zu bilden und dadurch sogenannte ,,Plastikinfektionen‘ z.B. auf Kathetern zu bilden.
AuBlerdem spielt auch er eine Rolle bei nosokomialen Erkrankungen und kann zahlreiche

Resistenzen entwickeln (49).

1.4 Enterokokken

Enterokokken sind meist paarweise angeordnete, fakultativ anaerobe, gram-positive
Streptokokken und gehoren zur Lancefield-Serogruppe D. Die wichtigsten Vertreter sind
Enterococcus faecalis und faecium. Sie sind natiirliche Besiedler des Darmes und besitzen
nur wenige Virulenzfaktoren. Wenn sie aus dem Darm in andere Gewebe eindringen,
konnen sie allerdings Infektionen hervorrufen (48). Alle Enterokokken besitzen eine
natiirliche Resistenz gegen Benzylpenicillin und Cephalosporine, wobei Enterococcus
faecium resistenter gegen viele Antibiotika ist als andere Enterokokken. Sie spielen eine
Rolle bei Harnwegsinfektionen, der Urosepsis, Endokarditis, Peritonitis, Cholecystitis und
nekrotisierenden Weichteilinfektionen. Besonders im Rahmen von nosokomialen
Infektionen spielen vancomycinresistente Enterokokken (VRE), meist Enterococcus
faecium, eine Rolle. Zu beachten ist auch, dass E.gallinarum und E.casseliflavus eine

natiirliche Resistenz gegen Vancomycin besitzen (48, 49).

1.5 Escherichia coli

E.coli ist ein peritrich begeifleltes, aus diesem Grund bewegliches, gram-negatives,

sporenloses, fakultativ anaerobes Stibchen. Er kommt als natiirlicher Besiedler des Darms



vor und ist deshalb ein klassischer Fékalindikator. Er kann bei immunsupprimierten
Personen, bei Sduglingen und bei entsprechender Disposition extraintestinale Infektionen,
wie z.B. Harnwegsinfekte, Pyelonephritiden, Urosepsis, Appendizitis, Peritonitis,
Cholangitis und Cholezystitis hervorrufen und ist der hdufigste Erreger nosokomialer
Infektionen. Dies ist durch P-Fimbrien moglich, mit denen sich der Uropathogene E.coli
(UPEC) spezifisch an das Epithel der harnableitenden Organe heften kann und eine
anschliefende toxinbedingte Schddigung des Gewebes hervorruft. Intestinale Infektionen
sind durch massive Diarrhden gekennzeichnet. Dabei sind bis heute vier Subtypen bekannt,
die sich durch ihre Pathogenititsfaktoren unterscheiden. Der enteropathogene E.coli Subtyp
(EPEC) 16st vor allem bei Sduglingen schwere Diarrhden aus. Dies ist ihm durch seine
Moglichkeit zur Adhdrenz an die Mukosazellen des Darmes moglich, wodurch es zur
Zerstorung der Mikrovilli kommt. Reisediarrhden werden durch ETEC ausgeldst, welche
hitzelabile Enterotoxine produzieren konnen. EIEC konnen in die Darmmukosa eindringen,
diese zerstoren und somit eine bakterielle Ruhr auslosen. Der wohl gefiirchtetste Subtyp ist
der EHEC, der eine himorrhagische Kolitis und das HUS ausldsen kann. Er ist zur Adhédsion

an Epithelzellen befdhigt und produziert Verotoxin und Hiamolysin (48, 49).

1.6 Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, eine vergleichende Stuhluntersuchung
von per Sectio und vaginal entbundenen Neugeborenen durchzufiihren. Daraus wurden

folgende Fragestellungen abgeleitet:

1. Gibt es einen Unterschied im Zeitpunkt der Erstbesiedlung abhédngig vom
Geburtsmodus?

2. Gibt es einen Unterschied der Arten der erstbesiedelnden Bakterien abhidngig vom

Geburtsmodus?

Gibt es Unterschiede in der bakteriellen Vielfalt abhidngig vom Geburtsmodus?

Welche Resistenzen treten auf?

Gibt es Unterschiede der aufgetretenen Resistenzen abhingig vom Geburtsmodus?

A

Hat sich die erste bakterielle Besiedlung im Vergleich zu fritheren Studien verandert und

welche Einfliisse haben die gesteigerten Hygienebedingungen?



2 Material und Methoden

2.1 Patientengut

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von 42 Neugeborenen aus dem Universitdtsklinikum
Magdeburg Stuhlproben, beginnend mit dem Mekonium, vom ersten, zweiten und dritten
Lebenstag untersucht. Davon wurden 20 der Neugeborenen per Sectio und 22 der
Neugeborenen vaginal entbunden. Das Gestationsalter betrug zwischen 36 und 42 Wochen.

Alle Kinder und Miitter waren gesund und erhielten keine Antibiotika.

2.2 Entnahme und Transport der Stuhlproben

Die Stuhlproben wurden beim Wickeln der Sauglinge durch die jeweils betreuende
Krankenschwester entnommen, in dafiir bereitgestellte Stuhlréhrchen gefiillt und diese mit
Patientennamen, Geburtsdatum, sowie Entnahmedatum wund -—uhrzeit versehen. Die
Aufbewahrung und der Transport der Stuhlréhrchen erfolgte bei Raumtemperatur in einem
Zeitfester von maximal 2 Stunden. AnschlieBend erfolgte die Konservierung bei minus 80°C

bis zur weiteren Verarbeitung.

2.3 Materialverarbeitung

Die Stuhlproben wurden aufgetaut, gewogen und mit 0,9 %igem NaCl auf 10% verdiinnt.
Jeweils 100 pl der gewonnenen Suspension wurden auf Columbia Blood Agar und Mac
Conkey Agar, zur Selektierung der gramnegativen Bakterien, aufgebracht und mittels einer
Impfose gleichmdBig verteilt. Simtliche Arbeitsschritte erfolgten unter der Sterilbank, um
eine Kontamination durch andere Keime zu verhindern. Die Bebriitung erfolgte fiir 24
Stunden unter aerophilen Bedingungen bei 34,0°C und unter mikroaerophilen Bedingungen

bei 34,0 °C und 5,8% CO,.



2.4 Auswertung des Bakterienwachstums

Die nach 24 Stunden aus dem Brutschrank entnommenen Kulturschalen wurden auf
vorhandenes Bakterienwachstum untersucht. Die jeweiligen Bakteriengattungen sowie deren
Wuchsdichte auf den Né&hrboden wurden protokolliert. Da die mikroaerophilen
Kulturschalen die gleichen Kolonien, nur in intensiverer Besiedlungsdichte, wie die
aerophilen Kulturen zeigten, wurden nur die mikroaerophilen Kulturen weiter untersucht.
Die verschiedenen Kolonien wurden mittels Impfésen im Dreidsenausstrichverfahren
vereinzelt, auf Columbia Blood Agar-Ndhrboden aufgebracht und erneut fiir 24 Stunden
bebriitet. Bei morphologisch identisch erscheinenden Kolonien wurden vier verschiedene
Kolonien vereinzelt. Aufgetretene Enterokokken wurden zur weiteren Selektion auf
Coccosel-Ndhrboden bebriitet. Zur ersten Identifizierung wurden die typischen
Koloniemorphologien auf den Nidhrboden herangezogen, in einigen Féllen auch das
mikroskopische Erscheinungsbild nach Gram-Féarbung und die Katalase-Reaktion. Somit
konnte mit ausreichender Genauigkeit die Unterscheidung der Bakteriengattungen erfolgen.
Die nach der Vereinzelung gewonnenen Reinkulturen von FE.coli, Staphylokokken,
Enterokokken, Pseudomonas, Proteus, B-Streptokokken und Bazillus wurden nach der

Bebriitung fiir weitere Untersuchungen bei -80 °C kryokonserviert.

2.5 Bakterienidentifizierung und Testung der Bakterienempfindlichkeit

Die durch Vereinzelung und Kultur gewonnenen Enterokokken und Staphylokokken in
Reinkultur wurden zur Identifizierung der Bakterienart und zur Testung ihrer
Antibiotikaempfindlichkeit mittels des BD Phonix Vollautomaten untersucht. Es wurde je
ein Tropfen des AST-Indikators in die AST-Bouillon getropft. Mit einem Tupfer wurden von
der zu untersuchenden Bakterienart Kolonien in die ID-Bouillon gebracht, bis ein
McFarland-Standard von 0,4-0,5 erreicht wurde. Von dieser Bakteriensuspension wurden
20ul in die AST-Bouillon eingebracht. Die fertige Bouillon wurde auf das jeweilige Panel
gegossen. AnschlieBend erfolgten die Bestimmung der Bakterienart sowie deren Resistenzen

durch den BD Phonix Vollautomaten.



Abbildung 2, 3: Phénix Panels mit AST- und ID-Bouillon’

Um das bedenkliche Resistenzverhalten einiger Entrokokkenarten gegen Linezolid nochmals
zu bestdtigen, wurde zusdtzlich eine manuelle Testung der Linezolidresistenz mittels
Agardiffusionstest durchgefiihrt. Hierfir wurde Columbia Blood Agar mit den zu
untersuchenden Enterokokkenreinkulturen beimpft. AnschlieBend wurden Stanzen von
Linezolid in verschiedener Konzentration auf die Platte aufgebracht, die Kulturen fiir 24h bei

37°C bebriitet und der Hemmhof um die Stanzen ausgewertet.

Abbildung 4: Agardiffusionstest zur Resistenzbestimmung’

'www.bd.com (mit freundlicher Genehmigung der Firma Becton Dickinson GmbH)
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2.6 Statistik

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde der Chi-Quadrat-Test (exakter Test nach

Fisher) verwendet. Als Signifikanzniveau setzten wir a=0,05 ein.

2.7 Verwendete Gerate und Materialien

Material Firma
Stuhlrohrchen SARSTEDT
0,9% NaCl

Mikroliter-Pipetten EPPENDORF
Pipettenspitzen SARSTEDT
Columbia Blood Agar BD

Mac Conkey Agar OXOID
Coccosel Agar BIO MERIEUX
Impf6sen SARSTEDT
Cryordhrchen MAST
Brutschrank 34,0°C, 5,8% CO; HERAEUS CO,-AUTO-ZERO
Phoenix BD
PMIC/ID-60 Staphylokokken-Panel BD
PMIC/ID-61 Enterokokken-Panel BD

AST BD

ID BD

AST Indicator BD

AST Solution BD

Antibiotikapléttchen mit Linezolid
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3 Ergebnisse

3.1 Der Geburtsmodus und das Alter der untersuchten Neugeborenen

Gesamtzahl Kinder

22 20

Anzahl
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Abbildung 5: Geburtsmodus

Abbildung 5 zeigt die Gesamtanzahl der Kinder und den Geburtsmodus. Wir untersuchten
die Stuhlproben von insgesamt 42 Kindern. Davon wurden 20 Kinder per Sectio und 22

Kinder vaginal entbunden.
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Abbildung 6: Entbindungswoche
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Die Anzahl der SSW, nach denen die Kinder entbunden wurden, zeigt Abbildung 6. Die
Kinder wurden zwischen der 36. und 42. SSW entbunden. Die meisten kamen zwischen der
39. und 41. SSW zur Welt. Entbindungen vor der 39. SSW erfolgten dabei liberwiegend per
Sectio, wohingegen nach der 40. SSW die vaginale Entbindung iiberwog.

3.2 Untersuchung des ersten Auftretens von Bakterien und deren Art

Erstes Auftreten von Bakterien
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Abbildung 7: Das erste Auftreten von Bakterien

Die Stuhlproben wurden am ersten, zweiten und dritten Lebenstag der Kinder entnommen.
Abbildung 7 zeigt, an welchem Tag eine erste bakterielle Besiedlung zu beobachten war. An
Tag 1 und 2 war insgesamt die hdufigste Erstbesiedlung zu beobachten. Bei einer
Differenzierung zwischen den Geburtsmodi fillt aber auf, dass bei vaginaler Entbindung die

Besiedlung zeitiger stattfindet, als bei Entbindung per Sectio.
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Erstbesiedelndes Bakterium
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Abbildung 8: Erstbesiedelndes Bakterium

Welches Bakterium die Stuhlproben als erstes besiedelte, veranschaulicht Abbildung 8,
wobei hier auch Mehrfachbesiedlungen (mehrere Bakterienarten einer Gattung)
eingeschlossen sind. Am héufigsten traten, unabhéngig vom Geburtsmodus, Staphylokokken
als Erstbesiedler auf. Am Zweithdufigsten Enterokokken, dicht gefolgt von E.coli. Bei einer
Differenzierung zwischen den Geburtsmodi féllt auf, dass im Verhéltnis gesehen bei den per
Sectio geborenen Kindern hdufiger Staphylokokken als Erstbesiedler auftraten als andere
Bakterien, bzw. als Enterokokken und E.coli. Bei den vaginal entbundenen Kindern waren
ebenfalls Staphylokokken am hédufigsten vertreten, allerdings im Vergleich nicht wesentlich
mehr als Enterokokken oder E.coli. Hier waren die Bakterien in ihrer Anzahl gleichméaBiger
verteilt. Andere Erstbesiedler wie B-Streptokokken, Proteus, Pseudomonas oder Bazillus

traten nur vereinzelt auf.
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Erstbesiedelnde Bakterien
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Abbildung 9: Erstbesiedelnde Bakterien mit Mehrfachbesiedlung

Abbildung 9 zeigt ebenso wie Abbildung 8 die erstbesiedelnden Bakterien. Allerdings wurde
hierbei noch unterschieden, ob eine oder mehrere Bakteriengattungen gemeinsam als
Erstbesiedler auftraten. Dabei zeigt sich deutlich, dass Staphylokokken als alleinige
Erstbesiedler am héufigsten auftraten. Bei Betrachtung der Geburtsmodi féllt auf, dass bei
einer vaginalen Entbindung am héufigsten eine alleinige Staphylokokken- (wenn auch
weniger hdufig als bei den per Sectio geborenen Kindern) und E.coli-Besiedlung, gefolgt
von einer Enterokokkenbesiedlung, auftrat. Bei den Kindern, die per Sectio entbunden
wurden, zeigt sich eine liberwiegende alleinige Erstbesiedlung durch Staphylokokken.
Auffallig ist, dass es in unserer Untersuchung nie eine alleinige E.coli-Besiedlung gab und
nur eine alleinige Enterokokkenbesiedlung auftrat. Das kombinierte Auftreten von mehreren
Bakterien als Erstbesiedler zeigt keine Dominanz eines Geburtsmodus. Eine Kombination

von Staphylokokken und Enterokokken war dabei am hdufigsten zu beobachten.
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Erstauftreten von E.coli
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Abbilduna 10: erstes Auftreten von

Wenn man, unabhingig von anderen Bakterien, nur das erste Auftreten von E.coli betrachtet,
fallt auf, dass dies am dritten Lebenstag am hdufigsten geschah, am zweiten Lebenstag am
zweithdufigsten und am seltensten am ersten Lebenstag. Dies ist in Abbildung 10 ersichtlich.
Bei den per Sectio geborenen Kindern trat am ersten Lebenstag in unserer Untersuchung nie
E.coli auf, dahingegen am dritten Lebenstag hédufiger als bei den vaginal entbundenen
Kindern. Umgekehrt zeigten die vaginal entbundenen Kinder schon am ersten Lebenstag
eine FE.coli-Besiedlung, am zweiten Lebenstag die meisten E.coli-Erstbiedlungen und am

dritten Lebenstag weniger Erstbesiedlungen als bei den per Sectio geborenen Kindern.

Erstauftreten von Staphylokokken
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Abbildung 11: erstes Auftreten von Staphylokokken
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Das erste Auftreten von Staphylokokken, unabhéngig von anderen Bakterienformen, stellt
Abbildung 11 dar. Hier zeigt sich, dass Staphylokokken am ersten Lebenstag das hiufigste
und dann mit absteigender Hiufigkeit ein erstes Auftreten hatten. Bei den per Sectio
entbundenen Kindern traten Staphylokokken am hdufigsten am ersten und zweiten
Lebenstag auf. Bei den vaginal entbundenen Kindern ldsst sich keine eindeutige Tendenz des

ersten Auftretens von Staphylokokken entdecken.

Erstauftreten von Enterokokken
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Abbildung 12: erstes Auftreten von Enterokokken

Abbildung 12 veranschaulicht, wann eine erste Besiedlung mit Enterokokken stattgefunden
hat. Man sieht, dass dies am haufigsten am dritten Tag erfolgte. Bei den vaginal entbundenen
Kindern sah man mit zunehmendem Lebensalter eine hiufigere Erstbesiedlung. Bei den per

Sectio entbundenen Kindern ist hingegen keine eindeutige Tendenz ersichtlich.
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3.3 Untersuchung der Besiedlungsverhiiltnisse der einzelnen Bakterien

E.coli Besiedlung
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Abbildung 13: Gesamtauftreten von

An welchen Tagen eine Besiedlung mit E.coli zu beobachten war (unabhéngig vom ersten
Auftreten von E.coli), ist in Abbildung 13 ersichtlich. Es zeigt sich eine deutliche Zunahme
der Besiedlung mit zunehmendem Lebenstag. Auffdllig ist eine signifikant stirkere

Besiedlung bei den vaginal entbundenen Kindern im Gegensatz zu den per Sectio
entbundenen Kindern.

Staphylokokkenbesiedlung
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Abbildung 14: Gesamtauftreten von Staphylokokken
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Auch bei der Betrachtung der Besiedlung mit Staphylokokken wihrend der ersten drei
Lebenstage ist eine Zunahme mit dem Lebensalter ersichtlich, wie in Abbildung 14 zu sehen

ist. Allerdings zeigt sich hier eine leichte Dominanz der Staphylokokken bei den per Sectio

entbundenen Kindern.

Enterokokkenbesiedlung
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Abbildung 15: Gesamtauftreten von Enterokokken

Abbildung 15 stellt das Besiedlungsverhalten der Enterokokken dar. Auch hier zeigt sich
eine Zunahme der Besiedlung mit steigendem Lebensalter. Ahnlich wie bei der Besiedlung

mit E.coli ist auch bei den vaginal entbundenen Kindern eine stirkere Besiedlung mit

Enterokokken zu erkennen.

Zur weiteren Differenzierung der Bakterienarten wurden jeweils vier Reinkolonien einer

Bakteriengattung aus einer Stuhlprobe der Kinder identifiziert.

19



3.4 Untersuchung der aufgetretenen Bakterienarten

Staphylokokkenarten
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Abbildung 16: aufgetretene Staphylokokkenarten

Welche Staphylokokkenarten in welcher Héufigkeit auftraten wird in Abbildung 16
dargestellt. Die mit Abstand signifikant hiufigste Besiedlung erfolgte durch S.epidermidis.
Als zweithdufigste Art, mit fast nur halb so vielen Féllen, zeigt sich S.aureus, gefolgt von
S.lugdunensis und S.hominis. Die iibrigen Arten traten nur vereinzelt auf. Bei den vaginal
entbundenen Kindern sahen wir S.aureus etwas hdufiger, als bei den per Sectio entbundenen
Kindern. Bei diesen waren wiederum S.epidermidis, S.hominis und S.lugdunensis haufiger

nachweisbar als bei den vaginal entbundenen Kindern.
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Enterokokkenarten
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Abbildung 17: aufgetretene Enterokokkenarten

Abbildung 17 zeigt die Enterokokkenarten, die in unserer Untersuchung nachgewiesen
wurden. Dabei zeigt sich, dass insgesamt und insbesondere bei den vaginal entbundenen
Kindern E.faecalis die hdufigste Art war. E.faecium trat insgesamt am zweithdufigsten auf
und bei den per Sectio entbunden Kindern am hiufigsten. E.gallinarum war viermal zu
beobachten und zeigte eine Dominanz bei den vaginal entbundenen Kindern. E.casseliflavus

wurde nur einmal bei einem vaginal entbundenen Kind nachgewiesen.
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3.5 Betrachtung der Besiedlung iiber die ersten drei Lebenstage

Besiedlung uber drei Tage
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Abbildung 18: dauerhafte Besiedlung, bzw. Verdrangung tber alle 3 Lebenstage

Welche Bakterien bei einem Kind an allen drei Lebenstagen durchweg beobachtet wurden
und welche Bakterien durch andere verdringt wurden zeigt Abbildung 18. Eine alleinige
Staphylokokkenbesiedlung an allen drei Lebenstagen wurde dabei am hdufigsten beobachtet,
wobei dies fast ausschlieBlich per Sectio entbundene Kindern betraf. Eine durchgéngige
Besiedlung durch E.coli, bzw. Enterokokken hingegen trat relativ selten auf. Eine
Verdrangung der Staphylokokken durch E.coli war sechsmal zu beobachten, wobei dies
hiufiger bei den per Sectio entbundenen Kindern zu sehen war. Ein kombiniertes Auftreten
von E.coli und Enterokokken iiber drei Tage, bzw. E.coli und Staphylokokken war seltener

nachweisbar, dann aber eher bei den vaginal entbundenen Kindern.
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3.6 Untersuchung iiber die Heterogenitit der Besiedlung

Anzahl Bakteriengattungen pro Kind
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Abbildung 19: Anzahl der Bakteriengattungen pro Kind

Abbildung 19 zeigt, wie hdufig die Stuhlproben der einzelnen Kinder mit verschiedenen
Bakteriengattungen besiedelt waren. Die meisten Kinder zeigten zwei Bakteriengattungen.
Die Besiedlung mit nur einer Gattung war bei per Sectio entbundenen Kindern doppelt so
haufig wie bei den vaginal entbundenen Kindern. Eine Besiedlung mit zwei oder mehr
Bakteriengattungen trat bei vaginal entbundenen Kindern hdufiger auf. Eine Besiedlung mit
vier verschiedenen Bakteriengattungen wurde in unserer Untersuchung nur bei einem
vaginal entbundenen Kind nachgewiesen. Eine Besiedlung mit mehr als vier verschiedenen

Bakteriengattungen konnte nicht beobachtet werden.
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Anzahl der Staphylokokkenarten pro Kind
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Abbildung 20: Anzahl der Staphylokokkenarten pro Kind

Wie viele verschiedene Staphylokokkenarten jeweils bei einem Kind beobachtet wurden
zeigt Abbildung 20. 13 Kinder wurden nur von einer Staphylokokkenart besiedelt, wovon
acht vaginal und fiinf per Sectio entbunden wurden. Zwei verschiedene Staphylokokkenarten
pro Kind wurden am héufigsten nachgewiesen, wobei dies bei per Sectio entbundenen
Kindern geringfiigig Ofter zu sehen war. Eine Besiedlung mit drei oder vier

Staphylokokkenarten wurde nur zwei bzw. einmal beobachtet.

Anzahl der Enterokokkenarten pro Kind
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Abbildung 21: Anzahl der Enterokokkenarten pro Kind

24



Die Anzahl der verschiedenen Enterokokkenarten, die pro Kind auftraten, ist in Abbildung
21 zu sehen. Bei 15 Kindern trat nur eine Enterokokkenart auf und dies bei vaginal
entbundenen Kindern einmal mehr. Zwei verschiedene Enterokokkenarten traten nur bei drei
vaginal entbundenen Kindern auf. Eine Besiedlung mit mehr als zwei Enterokokkenarten

konnte nicht beobachtet werden.
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3.7 Resistenzverhalten bei Staphylokokken
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Abbildung 22: Resistenzen bei nachgewiesenen Staphylokokkus species
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Abbildung 22 zeigt, welche Resistenzen bei den Staphylokokken, unabhédngig von der Art,
vorlagen. Fine Vollsensibilitit der Bakterien konnte nur 11 Mal beobachtet werden.
Staphylokokken traten insgesamt 58 Mal auf, wobei der GroBteil davon, ndmlich 42, B-
Lactamase bildeten. Dies war hdufiger bei den per Sectio entbundenen Kindern zu sehen.
Am zweithdufigsten traten Resistenzen gegen Makrolide auf, wobei kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Entbindungsmodus zu beobachten war. Sechs Mal wurden
unabhingig vom Geburtsmodus Methicillin-, bzw. Oxazillinresistenzen nachgewiesen. Ein

MLSb-Phénotyp trat einmal bei einer vaginalen Entbindung auf.
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Abbildung 23: Resistenzen bei Staph.aureus

Das Resistenzmuster bei den S.aureus-Kolonien ist in Abbildung 23 dargestellt. Es trat kein
MRSA auf. Die Mehrzahl der S.aureus bildete B-Lactamase. Eine Vollsensibilitit trat nur in
zwei Fillen auf, sowie einmalig eine Tetracyclinresistenz. Insgesamt zeigten die S.aureus-
Stamme ein geringes Auftreten von Resistenzen und dabei auch keine signifikanten

Unterschiede beim Geburtsmodus.
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Staphylokokkus epidermidis
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Abbildung 24: Resistenzen bei Staph.epidermidis

Die S.epidermidis-Kolonien wiesen ein sehr buntes Resistenzbild auf, wie in Abbildung 24
zu erkennen ist. Eine Vollsensibilitdt trat nur fiinfmal auf. Am héufigsten war eine B-
Lactamase-Aktivitdt zu beobachten, wobei dies bei den per Sectio entbundenen Kindern
etwas hdufiger auftrat. Eine Resistenz gegen Makrolide beobachteten wir 13-mal, am
haufigsten bei den per Sectio entbundenen Kindern. Andere Resistenzen traten nur vereinzelt

auf, allerdings auch hier haufiger bei den per Sectio entbundenen Kindern.
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Resistenzen der einzelnen Staphylokokkenarten
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Abbildung 25: Resistenzen der einzelnen Staphylokokkenarten

Abbildung 25 zeigt die Resistenzen der restlichen aufgetretenen Staphylokokkenarten (nicht
von S.aureus und S.epidermidis). Am haufigsten zeigte sich eine B-Lactamase-Aktivitit bei

S.lugdunensis. Ein MSLb-Phénotyp trat einmal bei S.klosii auf. Jeweils einmal konnte eine
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Methizillin- und Oxazillinresistenz bei S.hdmolyticus, S.hominis, S.klosii und S.lentus
beobachtet werden. S.caseolyticus trat nur einmal als vollsensibel auf. S.warneri,
S.chromogenes und S.simulans zeigten ausschlieBlich eine B-Lactamase-Aktivitit. Die
S.saprophyticus Stamme zeigten eine [B-Lactamse-Aktivitit und Resistenzen gegen
Chinolone, Trimethoprim/Sulfamethoxazol, Tetracycline und Makrolide. S.capitis
ssp.ureolyticus entwickelte keine Resistenz. Fiinfmalig zeigte S./ugdunensis eine B-
Lactamase-Aktivitdt, einmal eine Resistenz gegen Trimethoprim/Sulfamethoxazol und
zweimal keinerlei Resistenzen. Die meisten Resistenzen traten bei S.hdmolyticus auf, und
zwar gegen Glycopeptide, Quinupristin-Dalfopristin,  Nitrofurantoin, Linezolid,

Aminoglycoside, Tetracycline, Methizillin und Oxacillin.

3.8 Resistenzverhalten bei Enterokokken

Resistenzen bei nachgewiesenen Enterokokkus
species

Anzahl

B gesamt
Hvaginal

sectio

Resistenzen

Abbildung 26: Resistenzen bei nachgewiesenen Enterokokkus species

Das Auftreten von Resistenzen bei Enterokokken wird in Abbildung 26 dargestellt.
Vollsensibilitdt lag dabei nur in zwei Fillen vor. Am haufigsten trat eine Resistenz gegen
Lincosamid auf, wobei dies bei den vaginal entbundenen Kindern hédufiger der Fall war. 17-

mal waren Enterokokken gegen Quinupristin-Dalfopristin resistent und 14-mal gegen
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Tetrazykline, wobei sich auch hier eine Dominanz bei den vaginal entbundenen Kindern
zeigte. Bei den per Sectio entbundenen Kindern wurde zweimalig ein intermediéres
Verhalten gegentiber Linezolid nachgewiesen. Gegen die Reserveantibiotika Vancomycin
und Teicoplanin trat fiinf- bzw. viermal eine Resistenz auf. Auch hier war dies haufiger bei
den vaginal entbundenen Kindern der Fall. Resistenzen gegen Nitrofurantoin und Chinolone

traten selten und nur bei den per Sectio entbundenen Kindern auf.
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Abbildung 27: Resistenzen bei E.faecalis

Die Resistenzlage bei den E.faecalis-Stimmen wird in Abbildung 27 gezeigt. Eine
Vollsensibilitdit war nur einmal bei einem vaginal entbundenen Kind zu finden. Bei 10
Stimmen trat eine Resistenz gegeniiber Tetrazyklinen, Quinupristin-Dalfopristin und
Lincosamiden auf, mit einer deutlichen Dominanz bei den vaginal entbundenen Kindern.
Gegen Makrolide fand sich viermal eine Resistenz und gegen Streptomycin-Syn zweimal

eine Resistenz bei den vaginal entbundenen Kindern.
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Enterococcus faecium
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Abbildung 28: Resistenzen bei E.faecium

Bei den vaginal entbundenen Kindern trat beim E.faecium nur dreimal gegen Lincosamide,
zweimal gegen Quinupristin-Dalfopristin und einmal gegen Streptomycin-Syn eine
Resistenz auf, wie in Abbildung 28 ersichtlich ist. Bei den per Sectio entbundenen Kindern
trat bei E.faecium am héufigsten eine Resistenz gegen Lincosamide auf, gefolgt von
Streptomycin-Syn und Nitrofurantoin. Eine Vollsensibilitit lag nur einmal bei diesen
Kindern vor. Zweimalig zeigte sich eine Resistenz gegen Quinupristin-Dalfopristin,
Tetrazykline und Chinolone. Einmal fand sich eine Resistenz gegen Makrolide und ein

intermedidres Verhalten bei Linezolid.
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Enterococcus gallinarum
4

4
-3
K=
N 2
< 1
0 Egesamt
Evaginal
N ti
@@Q sectio
N
C}&o

Resistenzen

Abbildung 29: Resistenzen bei E.gallinarum

Abbildung 29 stellt die Resistenzlage bei den E.gallinarum-Kulturen dar. Es zeigte sich
keine Vollsensibilitit. Alle E.gallinarum-Stimme waren gegen Vancomycin resistent. Eine
Resistenz gegen Lincosamid trat bei allen vaginal entbundenen Kindern auf, nicht jedoch bei
dem Stamm des per Sectio entbundenen Kindes. Bei zwei Stimmen der vaginal entbundenen
Kinder lag eine Resistenz gegen Teicoplanin und bei einem Stamm eine Resistenz gegen
Chloramphenicol und Streptomycin-Syn. vor. Auflerdem fanden wir bei zwei der drei
Stamme eine Resistenz gegen Quinupristin-Dalfopristin und Tetrazykline. Der Stamm bei
dem per Sectio entbundenen Kind =zeigte eine Resistenz gegeniiber Makroliden,

Vancomycin, Teicoplanin und gegeniiber Linezolid ein intermedidres Verhalten.
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Abbildung 30: Resistenz bei E.casseliflavus

Bei den vaginal entbundenen Kindern trat einmal E.casseliflavus auf, welcher gegen

Lincosamid, Quinupristin-Dalfopristin, Vancomycin und Teicoplanin resistent war. Dies ist
in Abbildung 30 ersichtlich.
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4 Diskussion

4.1 Zeitpunkt des ersten Auftretens von Bakterien und dessen

Beeinflussung

Wir untersuchten das erste Auftreten von Bakterien im Darm von Neugeborenen am ersten,
zweiten und dritten Lebenstag in Abhédngigkeit vom Geburtsmodus, da die erstauftretenden
Bakterien im Darm direkt nach der Geburt in der Literatur bisher kaum beschrieben wurden
und die Besiedlung wahrscheinlich weitreichende Bedeutung im weiteren Leben hat. Zwar
gibt es reichlich Publikationen iiber die Darmflora von Neugeborenen, aber keine, in der die
ersten drei Lebenstage von gesunden Neugeborenen fortlaufend untersucht wurden.
Vergleichende Untersuchungen fanden nur bei per Sectio entbundenen extrem
untergewichtigen Friihgeborenen und vaginal entbundenen gesunden Kindern statt. Wir
untersuchten die Stuhlproben von 42 gesunden Neugeborenen, von denen 22 vaginal und 20
per Sectio entbunden wurden. Fiir die mikrobiologischen Untersuchungen der Stuhlproben
entschieden wir uns fiir die Bakterienkultur. Zwar wurden in molekularen Analysen mehr
Bakterien gefunden (38), aber uns war es wichtig, nur lebende Bakterien in unsere Studien
einzubeziehen, da bei der molekularen Analyse die Moglichkeit besteht, dass bei der PCR
auch DNA-Bruchstiicke von abgetdteten Bakterien analysiert werden. Die Bebriitung der
Bakterienkulturen erfolgte unter aeroben und unter mikroaerophilen Bedingungen, da bei der
Geburt der Darm der Sduglinge reich an Sauerstoff ist und dadurch die erste Besiedlung
durch Aerobier und fakultative Anaerobier erfolgt (1, 12, 13, 19). Durch den hohen
Sauerstoffgehalt im Darm herrscht ein hoheres Redoxpotential, wodurch sich nur Bakterien
ansiedeln konnen, die in der Lage sind, oxidativ zu metabolisieren. Erst nachdem der
Sauerstoff metabolisiert ist und ein anaerobes Klima herrscht, konnen Anaerobier folgen und

den Darm besiedeln (1, 12, 13, 22, 39).

Das Auftreten von Anaerobiern wurde in Studien frithestens nach einer Woche beobachtet

(2, 33, 36).

In unserer Studie wurden 35 Sduglinge termingeboren. Lediglich sieben waren Frithgeburten

in der 36. bzw. 37 SSW.

Es wird allgemein davon ausgegangen, dass der Darm bis zur Geburt mit steriler

Amnionfliissigkeit gefiillt ist (1, 4, 12, 37, 39), wobei Moore et al. 2011 eine bakterielle
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Besiedlung der Amnionfliissigkeit und des Mekoniums beschrieben. Die ersten Besiedler bei
vaginal entbunden Kindern stammen aus der Vaginal- bzw. Darmflora der Mutter (22).

Dieser Einfluss fehlt bei den per Sectio entbundenen Kindern.

Bei unseren Untersuchungen waren am ersten Lebenstag bereits 42,86 % der Stuhlproben
mit Bakterien besiedelt. Diese Ergebnisse stiitzen Erkenntnisse aus mehreren anderen
Studien, in denen auch am ersten Lebenstag aerobe und fakultativ anaerobe Bakterien im
unteren Gastrointestinaltrakt beschrieben wurden (12, 15, 35, 38, 40), aber ebenso wurde

auch ein erstes Auftreten von Bakterien erst nach einigen Tagen beobachtet (2, 32, 36).

Eine Besiedlung am ersten Tag konnte in unseren Untersuchungen bei 26,19 % der vaginal
entbundenen Kinder festgestellt werden, im Gegensatz dazu waren die Stuhlproben der per
Sectio entbundenen Kinder am ersten Lebenstag um 9,52 % weniger mit Bakterien
kolonisiert. Es konnte gezeigt werden, dass der Darm vaginal entbundener Kinder im
Verlauf der ersten drei Lebenstage am ersten Tag deutlich hiufiger besiedelt war als an Tag

zwei und drei, was bei den per Sectio entbundenen Kindern nicht der Fall war.

Auf ein anderes Ergebnis kamen Palmer et al. 2007 in einer Studie. Sie beschrieben, dass
kein Effekt des Geburtsmodus auf den Zeitpunkt der Erstbesiedlung bestehe. Thr Ergebnis ist
vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass nur zwei der 14 untersuchten Kinder per Sectio
entbunden wurden, ihr Beobachtungszeitraum 200 Tage betrug und keine Differenzierung
der ersten drei Lebenstag vorgenommen wurde. Unsere Beobachtung, dass der
Geburtsmodus einen Einfluss auf den Zeitpunkt der bakteriellen Besiedlung hat, wurde auch
in einigen anderen Untersuchungen beschrieben (1, 4, 21, 39, 41). Fryklund et al. 1992
zeigten, dass es eine vertikale Ubertragung der Bakterien von 12% bei vaginal entbundenen
Kindern gibt und 0% bei per Sectio entbundenen Kindern. Die vaginal entbundenen Kinder
wiesen bereits am ersten Lebenstag Bakterien im Stuhl auf (15). Kirjavainen et al. 1999
beobachteten sogar eine Unterdriickung der Kolonisation bei per Sectio entbundenen
Kindern fiir bis zu 10 Tage. Dies ist durch den fehlenden Kontakt zur miitterlichen Vaginal-
und Darmflora wéhrend der Geburt erkldrbar. Der Geburtsmodus hat somit einen

signifikanten Effekt auf die intestinale Mikrofloraentwicklung (32).

Per Sectio entbundene Kinder erhalten ihre Darmflora durch die Umwelt. Hauptquelle
scheinen dabei die Eltern zu spielen, die ihre Hautflora durch Brustfiitterung und Umsorgung

der Kinder iibertragen (29, 36). Andere Quellen sind der Kontakt zu Geschwistern und
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Haustieren (26). Eine Ubertragung durch Krankenhauspersonal wurde nur in #lteren Studien
beschrieben (14) und ist laut aktuelleren Studien kaum noch relevant (26, 29). Dieser
Ubertragungsweg ist wahrscheinlich durch die heutzutage hoheren hygienischen

Malnahmen in Krankenhdusern geringer geworden.

4.2 Die erstbesiedelnden Bakteriengattungen und deren Bedeutung

Wir konnten beobachten, dass Staphylokokken die hdufigsten erstbesiedelnden Bakterien
waren und zu 54,76 % auch als alleinige Erstbesiedler vorkamen. 13 Kinder waren bereits
am ersten Lebenstag mit Staphylokokken besiedelt, was sich kontinuierlich bis zum dritten

Lebenstag auf 25 Kinder steigerte.

Als zweithdufigste Erstbesiedler traten bei elf Kindern Enterokokken auf, dicht gefolgt von
E.coli bei zehn Kindern. Bei der genaueren Unterscheidung, ob diese Bakteriengattung allein
oder mit einer anderen Bakteriengattungen zusammen zuerst auftritt, féllt aber auf, dass
E.coli haufiger als Enterokokken als alleiniger Erstbesiedler zu sehen war. Enterokokken
traten nur bei fiinf Kindern als alleiniger Erstbesiedler auf und bei sechs anderen Kindern in
Begleitung von Staphylokokken oder E.coli. Wir konnten feststellen, dass die
Enterokokkenanzahl sowohl beim Erstauftreten als auch bei der Betrachtung der gesamten
Besiedlung des Darms der Kinder deutlich niedriger war als die der Staphylokokken.
AulBerdem traten die Enterokokken am héufigsten zuerst erst am dritten Lebenstag auf, was
fiir eine spétere Besiedlung mit diesen typischen Darmkeimen spricht. Diese Beobachtung
ist dhnlich einer japanischen Studie, in der E.faecium erst am dritten Lebenstag auftrat und
dann wéhrend des ersten Lebensmonats wieder verschwand (42). Insgesamt konnte dennoch
eine Besiedlungszunahme der Enterokokken im Verlauf der ersten drei Lebenstage

beobachtet werden.

Die E.coli-Besiedlung konnte als alleiniger Erstbesiedler hdufiger beobachtet werden als die
der Enterokokken. Allerdings traten nur bei drei Kindern bereits am ersten Lebenstag E.coli
auf. Bei neun Kindern wurde erst am dritten Lebenstag eine Besiedlung durch E.coli
festgestellt. Insgesamt betrachtet nahm aber die Héufigkeit der Besiedlung bei E.coli mit
40,48 % vom ersten zum dritten Lebenstag am stirksten zu. Bei den Enterokokken und

Staphylokokken war nur eine Zunahme um jeweils 28,57 % zu beobachten. Trotz dieser
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starken Zunahme bei den E.coli waren 59,52 % der Kinder am dritten Lebenstag mit
Staphylokokken besiedelt, nur 47,62 % mit E.coli und 42,86 % mit Enterokokken. Dies ist
dadurch zu erkldren, dass die Staphylokokken bereits am ersten Lebenstag wesentlich
haufiger als die anderen Bakterien auftraten und die E.coli sie trotz ihrer stirkeren Zunahme

ihres Auftretens in der Gesamtzahl nicht einholen konnten.

Da Staphylokokken keine traditionellen Besiedler der Darmflora sind, ist dieses Ergebnis
sehr auffillig und hat womdglich weitreichende Konsequenzen. Studien aus den Jahren 1970
und 1980 zeigten, dass damals Staphylokokken nur sehr selten in der Darmflora von Kindern
zu finden waren und dafiir E.coli frither und héaufiger als heute auftraten (27). In einer Studie
von 1981 wurde die bakterielle Flora wiahrend der ersten Lebenswoche aus dem Stuhl, dem
Nabel und dem Mund bestimmt. Alle Neugeborenen zeigten Enterokokken.
Enterobacteriaceae traten bei 82 % der Kinder auf und Streptokokken sowie Staphylokokken
nur bei 34 % der Kinder (40). In neueren Studien beschrieben Adlerberth et al. 2005, 2008
und Lindberg et al. 2011, dass bei schwedischen Kindern koagulase-negative
Staphylokokken die ersten etablierten Bakterien im Darm waren und diese auch haufiger als
E.coli vorkamen. Vael et al. 2011 zeigten, dass S.epidermidis die vorherrschende intestinale
Spezies ist. Die verminderte Anzahl von E.coli wurde mit einer verminderten Exposition
durch den heutzutage kiirzeren Krankenhausaufenthalt nach der Geburt, das Rooming-in und
die hoheren Hygienestandards begriindet. Auch in einer anderen neueren Studie wurden
koagulase-negative ~ Staphylokokken  als  charakteristische = Erstbesiedler  des
Neugeborenendarms unabhdngig vom Geburtsmodus beschrieben (20). Welche
Auswirkungen die verminderte Besiedlung mit E.coli auf die weitere kindliche Entwicklung
hat, ist noch unklar. Bekannt ist aber, dass die Darmflora das Hauptreservoir fiir
multiresistente Enterobacteriaceae wie E.coli ist und die Early-Onset-Sepsis und Meningitis
bei Neugeborenen hdufig durch diese gram-negativen-Bakterien verursacht wird. Gram-
negative Infektionen, durch z.B. E.coli, sind der Hauptgrund fiir die friihkindliche Mortalitét
(34, 45). Somit konnte man zumindest schlussfolgern, dass durch die verminderte E.coli-

Zahl im Stuhl von Neugeborenen das Infektionsrisiko von Kindern durch diese Keime sinkt.

S.aureus spielt eine zunehmend wichtige Rolle in der Darmbesiedlung von Neugeborenen.

Er tritt progredient in groBBer Anzahl auf. Da weniger als 10% der Miitter S.aureus in ihrer
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Vaginalflora beherbergen, kann diese hohe Anzahl bei den Neugeborenen nicht durch eine
vertikale Ubertragung erklirt werden. Im Gegensatz dazu findet sich bei fast 40% der Eltern
S.aureus auf der Haut und in hohen Zahlen in der Nase. Die Hauptquellen der
Staphylokokken sind somit die Haut und die Nasalflora der Eltern sowie das hidusliche
Umfeld, aber nicht wie friiher das Krankenhaus. Durch die hoheren
Krankenhaushygienestandards werden die Kinder in der Regel weniger Mikroben
ausgesetzt, was zu einer verminderten Besiedlung des Darms mit den frither iiblichen
fackalen Bakterien fiihrt. Durch den entstehenden Mangel an Wettbewerb konnen sich die
Staphylokokken einfacher im Darm der Kinder etablieren, obwohl sie im Darm keine
optimalen Bedingungen vorfinden. Erst mit dem spiteren Auftreten von Anaerobiern fallt

thre Zahl wieder, da sie mit diesen nicht konkurrieren kénnen (26 — 29, 36).

Lindberg et al. 2000 bewiesen, dass S.aureus nicht nur ein transienter Passagier in der
kindlichen Darmflora ist, sondern, dass diese Stimme iiber Monate in der Darmflora
persistierten. Diese spezifische Besiedlung mit einem Stamm iiber ldngere Zeit ist
bedeutender als eine sporadische Infektion fiir einen kurzen Zeitraum fiir die weitere
Entwicklung (43). Diese im Gegensatz zu frither verdnderte Zusammensetzung der
Darmflora hat weitreichende Folgen, da die Bakterien fiir Neugeborene essentiell fiir die
Entwicklung der Darmschleimhaut und des GALT sind. Die normale Mikroflora
reprasentiert die erste Linie der Verteidigung gegen verschiedene potentielle Pathogene und
hat eine enge Beziehung zum Abwehrsystem des Wirtsorganismus (12). Weil der Darm das
grofite Organ des Immunsystems ist, haben die Bakterien eine sehr gro3e Bedeutung (4, 7,
35, 41). Es wurde gezeigt, dass ein unterentwickelter mukosaler Immunschutz der Grund fiir
hohere Vulnerabilitit fiir Infektionen und mehr Sensibilisierungen auf Lebensmittelallergene

in der frithen Kindheit ist (16).

Biasucci et al. 2008 beschrieben ein hdufigeres Auftreten von atopischen Erkrankungen in
der spéteren Kindheit bei per Sectio entbundenen Kindern. Morelli 2008 zeigte, dass die
Zusammensetzung intestinaler Bakterien am ersten Lebenstag mit dem spéteren Auftreten
von Allergien korreliert, es aber keinen Zusammenhang zwischen einer
Nahrungsmittelallergie oder einem atopischen Ekzem im friihen Leben und einer fehlenden
bakteriellen Besiedlung gibt. Es konnte ebenso gezeigt werden, dass eine niedrige Zahl von

Enterokokken und eine hohere Zahl von S.aureus im Alter von jeweils einer Woche und drei
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Monaten mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit eine Allergie zu entwickeln assoziiert ist (5).
Hong et al. 2010 beschrieben, dass Kinder mit Ekzem eine niedrigere mikrobiologische

Vielfalt im Stuhl aufweisen, was hiufiger bei per Sectio entbundenen Kindern auftritt.

Die Bedeutung des Auftretens bestimmter Bakterien und die Reaktion des Immunsystems
wurden von Hessle et al. 2000 verdeutlicht. Sie beschrieben, dass gram-negative Bakterien
im Darm, wie z.B. E.coli, in hohem Mall IL-10 induzieren, wihrend gram-positive
Bakterien, wie z.B. Staphylokokken eher IL-12 induzieren. Monozyten werden durch die
Lipopolysaccharide von gram-negativen Bakterien stimuliert, IL-10 zu bilden. Das durch die
gram-positiven Bakterien induzierte IL-12 aktiviert T-Zellen und regt Natiirliche Killerzellen
zur Proliferation, zur Produktion von IFN y und zur Lyse von Zielzellen an. IL-10 reguliert
diese Funktion herunter, stimuliert aber die B-Zellreifung. Aullerdem induzieren gram-
positive Bakterien mehr TNF a. Diese Zytokine (IFN y, TNF a und IL-12) steigern die
Kapazitit von Makrophagen, Bakterien zu toten und zu phagozitieren. Durch IFN y wird die
Lysozymproduktion in Makrophagen gesteigert und TNF o synergiert mit IFN y bei der

Forderung der Totung von intrazelluldren Bakterien.

Auch Lundell et al. 2007 untersuchten den Zusammenhang der frithen mikrobiellen
Besiedlung und deren Auswirkung auf das kindliche Immunsystem. Allerdings fanden sie
heraus, dass Kinder im Alter von 4 Monaten, die perinatal mit S.aureus besiedelt wurden,
signifikant hohere Level von ldslichem CDI14 in ihrem Plasma aufwiesen. Andererseits
zeigten Kinder, die im Alter von 18 Monaten eine Nahrungsmittelallergie hatten, niedrigere
Level von 16slichem CD14 im Plasma als gesunde Kinder. Das 16sliche Plasmaprotein CD14
hat eine immunregulatorische Funktion, indem es die Ty1 und T2 Zytokinproduktion von
T-Zellen und die IgE-Produktion von B-Zellen hemmt. Ein Ansteigen von loslichem CD14
wird normalerweise durch eine Entziindung hervorgerufen. Dieses Ergebnis konnte
bedeuten, dass eine zeitige Kolonisierung mit S.aureus das Immunsystem im Sinne einer

Toleranz positiv beeinflusst und weniger Intoleranzen entstehen.

Bei einer Vielzahl weiterer Erkrankungen bei Kindern und Erwachsenen ist ein
Zusammenhang mit der intestinalen Mikroflora bekannt, wie z.B. beim Magenkarzinom,
dem MALT-Lymphom, entziindlichen Darmerkrankungen und der nekrotisierenden

Enterokolitis (37).
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Die Mikroflora des Darms hat eine wichtige metabolische Funktion, indem sie
unverdauliche Fasern fermentiert, Vitamin K produziert und Energie in Form von
kurzkettigen Fettsduren zur Verfiigung stellt (3, 10, 11, 39). Dadurch gewinnt die bakterielle
Besiedlung im frithen Leben Einfluss auf das spitere Auftreten von Ubergewicht (24). Es
wurde einerseits gezeigt, dass niedrigere Anzahlen von Staphylokokken im Stuhl von
Kindern mit einem hdoheren Risiko fiir Ubergewicht assoziiert sind (3, 8, 44) und
andererseits, dass hohe Anzahlen von S.aureus mit Ubergewicht assoziiert sind (20). Dieses
widerspriichliche Ergebnis ist womoglich damit zu erkldren, dass bei der einen Studie nur
die Assoziation zwischen dem Auftreten von S.aureus und Ubergewicht betrachtet wurde,

bei der anderen Studie aber alle Staphylokokkenarten einbezogen wurden.

4.3 Einfluss des Geburtsmodus

Unsere Untersuchungen zeigten, dass bei vaginal entbundenen Kindern die bakterielle
Besiedlung des Darms eher stattfindet als bei per Sectio entbundenen Kindern. 26,19% der
vaginal entbundenen Kinder wiesen bereits am ersten Lebenstag eine bakterielle Besiedlung
des Darms auf, wohingegen nur 16,67% der per Sectio entbundenen Kinder besiedelt waren.
Eine Erstbesiedlung am dritten Tag konnte bei vier der per Sectio entbundenen Kindern

beobachtet werden, aber nur bei zwei der vaginal entbundenen Kinder.

Zwar wurden alle Kinder unabhidngig vom Geburtsmodus am héaufigsten von
Staphylokokken besiedelt, dennoch war die Erstbesiedlung durch Staphylokokken bei den

per Sectio entbundenen Kindern um 19,05% hoher als bei den vaginal entbundenen Kindern.

Ein umgekehrtes Verhéltnis zeigte sich bei der Erstbesiedlung mit E.coli, hier waren 19,05%
der vaginal entbundenen Kinder zuerst von E.coli besiedelt und nur 4,76% der per Sectio
entbundenen Kinder. Keines der per Sectio entbundenen Kinder wies in unserer
Untersuchung am ersten Lebenstag E.coli auf und nur 2 Kinder am zweiten Lebenstag. Die
vaginal entbundenen Kinder zeigten dagegen in den ersten zwei Lebenstagen hiufiger eine

erste Besiedlung mit E.coli.
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Das Erstauftreten von Enterokokken war in unserer Studie am ersten Lebenstag unabhéngig
vom Geburtsmodus, aber am dritten Lebenstag bei vaginal entbundenen Kindern doppelt so

haufig, wie bei per Sectio entbundenen Kindern.

Auch Adlerberth et al. 2006 beschrieben wie wir ein vermindertes Auftreten von E.coli bei
per Sectio entbundenen Kindern. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen beschrieben sie aber
ein zeitigeres Auftreten von Enterokokken bei per Sectio entbundenen Kindern und

begriindeten dies mit deren hoherer Resistenz gegen HygienemalBBnahmen im Krankenhaus.

Dies zeigt, dass der Geburtsmodus nicht nur Einfluss auf den Zeitpunkt der Erstbesiedlung
nimmt, sondern auch auf die Art des erstbesiedelnden Bakteriums. Wihrend einer vaginalen
Geburt entsteht der Kontakt zur vaginalen und intestinalen Flora der Mutter. Dieser Einfluss
fehlt bei per Sectio entbundenen Kindern, wodurch sie eine reduzierte Bakterienzahl in

threm Stuhl zeigen (36). Hierbei spielt die Umwelt eine wichtige Rolle (4, 35, 39).

85% der Bakterien der kindlichen Darmflora bei vaginal entbundenen Kindern sind der
miitterlichen Flora dhnlich. Sie dringen einige Minuten nach der Geburt in den Mund des
Neugeborenen ein. Der Mageninhalt reflektiert zu diesem Zeitpunkt die zervikale Flora der
Mutter, auch wenn sie sich nicht im oberen GIT ansiedeln. Je nach Studienlage beherbergen

1/3 bzw. 2/3 der Neugeborenen den gleichen E.coli-Stamm wie die Mutter (12).

4.4 Die bakterielle Vielfalt

Bei der Betrachtung aller aufgetretenen Bakteriengattungen in Bezug zu ihrem Auftreten bei
den einzelnen Kindern fallt auf, dass eine Besiedlung der Kinder mit nur einer
Bakteriengattung bei per Sectio entbundenen Kinder mit 19,05% doppelt so hédufig auftrat
wie bei vaginal entbundenen Kindern. Umgekehrt zeigte sich eine Besiedlung mit zwei oder
mehr verschiedenen Bakteriengattungen pro Kind stets hdufiger bei vaginal entbundenen
Kindern. So beobachteten wir bei 21,43% der vaginal entbundenen Kinder, aber nur bei
16,67% der per Sectio entbundenen Kinder eine Besiedlung mit zwei verschiedenen
Bakteriengattungen. Mit drei Bakteriengattungen waren vaginal entbundene Kinder um
7,15% mehr besiedelt als per Sectio entbundene Kinder und vier Bakteriengattungen zeigten

sich ausschlieBlich bei einem vaginal entbundenem Kind.
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Bei einer einzelnen Betrachtung der verschiedenen Staphylokokkenarten pro Kind zeigte
sich die gleiche Tendenz wie in der Gesamtbetrachtung. Per Sectio geborene Kinder waren
haufiger als vaginal entbundene Kinder mit nur einer Art besiedelt und eine Besiedlung mit

zweil oder mehr Staphylokokkenarten war von den vaginal entbundenen Kindern dominiert.

Die Anzahlen der verschiedenen Enterokokkenarten pro Kind zeigten keinen relevanten
Unterschied im Geburtsmodus, was wahrscheinlich daran liegt, dass die Kinder erst spét mit
thnen besiedelt wurden und eine mogliche Vielfalt und die damit verbundenen

Geburtsmodusauswirkungen erst nach drei Tagen beobachtet werden konnen.

Dies zeigt, dass per Sectio entbundene Kinder in den ersten drei Lebenstagen hdufiger mit
nur einer Bakteriengattung besiedelt sind, die Vielfalt an bakterieller Besiedlung hinter der
der vaginal entbundenen Kinder zuriickliegt und sie eine verdnderte Darmflora haben.
Edwards et al. 2002 beschrieb, dass gerade die ersten Tage nach der Geburt kritisch fiir die
Kolonisation des Darms sind. Eine Angleichung an die Darmflora von vaginal entbundenen
Kindern findet bei per Sectio entbundenen Kindern erst in einem Alter von drei Monaten
und zehn Tagen statt (12). Da die Mikroflora im Darm die Entwicklung des Immunsystems
aktiviert und stimuliert und insbesondere eine Steigerung der zirkulierenden spezifischen
Antikorper bewirkt, hat dies weitreichende Konsequenzen (7). So wurde eine verminderte
mikrobielle Vielfalt bei Kindern mit Ekzem beobachtet (18). Gewolb et al. 1999 zeigten bei
Untersuchung der Stuhlflora von Kindern mit extrem niedrigem Geburtsgewicht, dass eine
Besiedlung mit weniger als drei Bakterienarten bis zum zehnten Lebenstag zu einer
Uberwucherung mit pathogenen Keimen fiihrt. Inwieweit sich die verminderte Besiedlung
bei termingeborenen und per Sectio entbundenen Kindern hinzieht, muss in weiterfiihrenden
Untersuchungen geklart werden. Die zeitigere und reichlichere Besiedlung mit aeroben
Bakterien im kindlichen Darm induziert eine starke Stimulation von Immunzellen und durch
gram-positive Bakterien eine stirkere Stimulation von IL-12. Diese Unterschiede treten noch

vor der Manifestation von Atopien auf (5).

Boutsikon et al. 2011 beschrieben, dass Mikroben im Darm das Immunsystem in Richtung
einer nichtallergischen Tyl -Antwort und einer Herunterregulation der IgE-Synthese
stimulieren konnen. Aus der verdnderten Darmflora bei per Sectio entbundenen Kindern
resultiert ein gehduftes Auftreten von allergischen Erkrankungen, wie Asthma (9), weniger

Toleranz fiir Nahrungsmittelallergene, ein Risikoanstieg von 20% fiir einen Typ-I-Diabetes
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(24), ein Risikoanstieg fiir maligne Erkrankungen und ein gehduftes Auftreten von
Durchfillen (25). Es traten erhohte Level von IL-13 und IFN vy auf, welche mit Atopien

assoziiert sind.

Speziell das vermehrte Auftreten von Staphylokokken ist mit entziindlichen Erkrankungen
assoziiert (8). Das Fehlen von intestinaler Mikroflora fiihrt zu einer anhaltenden Ty2-Typ
Antwort, welche die B-Zell induzierte IgE-Produktion unterstiitzt. Per Sectio entbundene
Kinder wiesen ofter eine IgE-Erh6hung im Blut auf und sind positiv assoziiert mit einer
atopischen Sensibilisierung fiir Nahrungsmittelallergene (25). Eine Entbindung per Sectio
unterdriickt die normale Flora und entzieht damit dem Neugeborenen die Immunstimulation
an einem kritischen Punkt im Leben, an dem das Immunsystem und die Darmbarriere reifen.
Der daraus resultierende Mangel an IL-10 und TGF B verdndert grundlegend den Ty2-
Phénotyp (21, 22). Daraus ergibt sich, dass die intestinale Neugeborenenflora einen Einfluss

auf die Entwicklung des lokalen und systemischen Immunsystems hat (23).

4.5 Aufgetretene Staphylokokkenarten und deren Resistenzen

4.5.1 Staphylokokkenarten

Wir untersuchten aus jeder Stuhlprobe vier verschiedene Kolonien einer Gattung hinsichtlich
der Bakterienart und deren Resistenzen. Dabei fiel auf, dass bis auf wenige Ausnahmen
immer die gleiche Staphylokokkenart bei einem Kind vorkam und sich diese auch meist iiber
die ersten drei Lebenstage nicht verdnderte. Diese Beobachtung wird durch die Studie von
Lindberg et al. 2004 gestiitzt. Es gibt einen Staphylokokkentransfer von den Eltern auf die
Kinder und die meisten Familien hatten einen eigenen Stamm, der dann lange Zeit in der
Darmflora der Kinder persistierte. Bei unseren Untersuchungen war die vorherrschende
Staphylokokkenart mit 50% S.epidermidis. Dies wurde auch von Vael et al. 2011 als
vorherrschende intestinale Spezies beschrieben und Adlerberth et al. 2008 beschrieben
koagulase-negative Staphylokokken als erste etablierte Bakterien im Darm. Die per Sectio
entbundenen Kinder zeigten mit 28,57% eine um 7,14% hohere Besiedlung mit
S.epidermidis als die vaginal entbundenen Kinder. Die hohen Zahlen von S.epidermidis sind

dahingehend bedenklich, als dass sie eine Sepsis bei Neugeborenen auslosen konnen. Kinder
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mit einer Sepsis durch diese Staphylokokken hatten diese auch in ihrer Stuhlflora (29). In
unseren Untersuchungen trat als die zweithdufigste Art S.aureus mit 26,19% auf. Hier zeigte
sich kein deutlicher Unterschied in Abhdngigkeit vom Geburtsmodus. Da Staphylokokken
eine Ursache fiir Sepsis und Weichteilinfektionen sind (28), ist deren vermehrtes Auftreten
nicht unbedenklich. Bei acht Kindern trat S.lugdunensis auf, bei sechs Kindern S.hominis.
Bei beiden Arten waren die per Sectio entbundenen Kinder hédufiger betroffen. Andere

Staphylokokkenarten traten nur vereinzelt auf.

4.5.2 Resistenzen aller Staphylokokken

Wir konnten zeigen, dass eine Vollsensibilitdt der Staphylokokken bei 11 Kindern vorlag,
was 18,97% der aufgetretenen Staphylokokkenarten entspricht. Es war kein deutlicher
Unterschied in Abhingigkeit vom Geburtsmodus zu erkennen. Ebenso verhielt es sich bei
der Methicillinresistenz, die bei sechs Staphylokokkenarten bestand und bei der
Makrolidresistenz, die bei 36,21% der Staphylokokken auftrat. 72,41% der Staphylokokken
bildeten B-Lactamase, wobei dieser Wert bei per Sectio entbundenen Kindern um 10,35%

hoher lag.

4.5.3 Staphylococcus aureus

S.aureus zeigte hier keine bedenklichen Resistenzmuster. Es trat keine Resistenz gegen
Methicillin auf. Neun S.aureus bildeten B-Lactamase, was 75% entspricht, einer war gegen

Tetracycline resistent und zwei waren vollsensibel.

Die hohe B-Lactamaseaktivitit bei S.aureus wurde auch schon von Lindberg et al. 2004
beschrieben. Sie fanden bei schwedischen Kindern eine 78%ige Resistenz von S.aureus
gegen Penicillin G, was einer B-Lactamasebildung entspricht. Einen MRSA konnten auch sie

nicht nachweisen.

Das gesteigerte Vorkommen von S.aureus bei westlichen Kindern hat medizinische
Konsequenzen. Staphylokokken sind in der Lage, verschiedene Toxine zu bilden. So kdnnen
Enterotoxine Erbrechen mit und ohne Durchfall hervorrufen. Enterotoxine und TSST 1

funktionieren als Superantigene. S.aureus, die Superantigene produzieren, konnen das
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lebensgetidhrliche Toxic shock syndrom verursachen, dessen Vorkommen zuerst bei Kindern
beobachtet wurde, bevor es bei Frauen durch den Gebrauch von Tampons nachgewiesen
wurde. Des Weiteren sind diese Superantigene auch bei atopischer Dermatitis, plotzlichem
Kindstod und der Kawasaki disease beteiligt und stehen im Zusammenhang mit der
steigenden Anzahl von Allergien in westlichen Lindern (29). Lindberg et al. 2000 wiesen
nach, dass die Halfte der bei Kindern nachgewiesenen S.aureus die Enterotoxine A, B, C, D
und TSST-1 produzierten. Trotzdem konnten bei den Kindern nicht mehr gesundheitliche
Probleme als bei anderen Kindern beobachtet werden, was vermutlich an dem niedrigen
Sauerstoffgehalt im Darm liegt, der fiir die Toxinsynthese nicht ausreicht, oder an

Antikdrpern aus der Muttermilch, die diese Toxine neutralisieren.

Gegensitzlich dazu wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass Kinder, die wihrend der
ersten zwei Lebensmonate mit Toxin produzierenden S.aureus im Darm besiedelt waren, im
Alter von 4 Monaten hohere IgA-Level im Blut hatten. Der erhohte IgA-Level im Alter von
4 Monaten ist wiederum negativ korreliert mit dem Risiko einer Ekzementwicklung und
erhohten Eosinophilen im Blut im Alter von 18 Monaten. Somit ist ein hoher Plasma IgA-
Level im Alter von 4 Monaten assoziiert mit einer hoheren Chance fiir Gesundheit und
geringerer Ekzementwicklung in den ersten 18 Lebensmonaten (31). Ursdchlich fiir diese
Diskrepanz ist womdglich, dass hier die IgA- und nicht die IgE-Level untersucht wurden.
Dies bedarf einer weiteren Kldrung in weiterfiilhrenden Studien. Auch scheint das vermehrte

Auftreten von S.aureus mit Ubergewicht assoziiert zu sein (20, 44).

4.6 Aufgetretene Enterokokkenarten und deren Resistenzen

4.6.1 Enterokokkenarten

Auch hier untersuchten wir bei jeder Stuhlprobe vier der aufgetretenen gleichen
Enterokokkengattungen und stellten ebenso wie bei den Staphylokokken fest, dass es sich
fast ausschlieBlich um identische Arten handelte, was auch fiir eine durchgehende

Besiedlung mit einer Art spricht.

Die haufigste Art mit 43,48% war E.faecalis, gefolgt von E.faecium mit 34,78%. Vaginal

entbundene Kinder zeigten eine um 26,08% hdhere Besiedlung mit Enterococcus faecalis als
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per Sectio entbundene Kinder. Umgekehrt zeigte sich die Besiedlung mit E.faecium, hier
waren die per Sectio entbundenen Kinder um 8,70% stirker besiedelt. Dies ldsst sich
womoglich damit erkldren, dass E.faecium ein typischer Hospitalkeim ist und per Sectio
entbundene Kinder mit ihm eher in Kontakt kommen, auch wenn durch die heutigen hohen

HygienemaBnahmen die Ubertragungsrate wahrscheinlich niedriger als friiher ist.

Das Auftreten von E.faecalis und E.faecium in den ersten Lebenswochen wurde auch von
Adlerberth et al. 2008 beschrieben. Rotimi et al. 1981 zeigten, dass am dritten Lebenstag alle
Kinder mit Enterokokken besiedelt waren und E.faecalis die haufigste fakultative Spezis
war. In einer weiteren Studie wurde E.faecalis mit 80-90% auch als dominierende Spezies,
gefolgt von E.faecium mit 5-15% beschrieben (46). E.faecalis ist mit 80 — 90% der hdufigste
Erreger kindlicher Enterokokkeninfektionen und kann bei Neugeborenen u.a. eine

Meningitis hervorrufen (47).

Ihre Quelle scheint nicht die miitterliche Fékalflora zu sein, da sie unabhingig vom
Geburtsmodus sehr zeitig auftraten (1). Unsere Beobachtung, dass sie in niedrigerer Anzahl,
als die iibrigen aufgetretenen Bakterien erscheinen, teilt auch Fanaro et al. 2003. Ihr
Auftreten in niedriger Anzahl wéhrend der ersten Lebenswoche und mit einem Monat war
bei Kindern, die eine Allergie entwickelten, assoziiert (5). Im Gegensatz dazu wurde in einer
weiteren Studie beschrieben, dass ein Uberfluss an Bifidobakterien, Enterokokken und
Enterobacteriaceae mit dem Auftreten von Ekzemen bei per Sectio entbundenen Kindern
assoziiert ist (18). Diese widerspriichlichen Angaben sind vermutlich damit zu erkléren, dass
in der zweiten Studie mehrere Bakterien einbezogen wurden und dieser Zusammenhang

nicht nur auf die Enterokokken zuriickzufiihren ist.

4.6.2 Enterokokkenresistenzen

Nur zwei Stimme waren vollsensibel, die restlichen 21 Enterokokkenarten erwartungsgemal
gegen Lincosamide resistent (47). Bei E.faecalis, der hauptsichlich bei vaginal entbundenen
Kindern auftrat, waren keine ungewohnlichen Resistenzen zu beobachten. Anders verhielt es
sich bei E.faecium. Hier waren 50%, unabhingig vom Geburtsmodus, gegen Quinupristin-

Dalfopristin resistent, obwohl eigentlich eine Sensibilitdit zu erwarten gewesen wire.
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Besorgniserregend war auch, dass bei einem Bakterienstamm eines per Sectio entbundenen

Kindes ein intermedidres Verhalten gegeniiber dem Reserveantibiotikum Linezolid auftrat.

E.gallinarum und E.casseliflavus haben eine natiirliche Resistenz gegen Vancomycin (47),
sodass es nicht verwunderlich ist, dass alle vier aufgetretenen Bakterienstimme von
E.gallinarum und ein Bakterienstamm von FE.casseliflavus eine Resistenz gegen Vancomycin
zeigten. Sie haben normalerweis aber keine Resistenz gegen Teicoplanin oder Linezolid. In
unseren Proben zeigten allerdings zwei Staimme der E.gallinarum von vaginal entbundenen
Kindern und ein Stamm von einem per Sectio entbundenen Kind eine Resistenz gegen
Teicoplanin. Zusitzlich wies der Stamm des per Sectio entbundenen Kindes auch noch ein
intermediédres Verhalten gegeniiber von Linezolid auf, was ihn zu einem sehr gefdhrlichem
Bakterium macht, da es auch gegen die Reserveantibiotika nicht empfindlich ist. Eine
Resistenz gegen Teicoplanin fanden wir auch bei E.casseliflavus, der bei einem vaginal

entbundenen Kind auftrat.

Vancomycin resistente Enterokokken sind ein Grund fiir nosokomiale Epidemien. In einer
tiirkischen  Studie iiber Neugeborene auf einer Intensivstation wurden 7,3%
vancomycinresistente Enterokokken beobachtet, wovon 63% E.faecalis, 25% E.faecium und
12% E.gallinarum zugeordnet werden konnten. Ein Auftreten dieser VRE konnte nicht auf
Normalstationen beobachtet werden (46). Verwunderlich an dieser Studie ist allerdings, dass
E.gallinarum mit in dieser Rechnung aufgefiihrt wird, da dieser ja, wie oben bereits
beschrieben, eine natiirliche Resistenz gegen Vancomycin besitzt und dies kein

ungewohnliches Ergebnis darstellt.
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Die erste bakterielle Besiedlung des Darms von Neugeborenen hat weitreichende Einfliisse
auf die spitere Entwicklung der Kinder. Unsere Untersuchungen der Stuhlproben von
Neugeborenen in den ersten drei Lebenstagen zeigte Unterschiede in der Besiedlung bei
vaginal und per Sectio entbundenen Kindern und eine Wandlung in der Heterogenitét der
Stuhlflora im Vergleich zu &lteren Untersuchungen. Wir konnten zeigen, dass heute
Staphylokokken, unabhingig vom Geburtsmodus, die héufigsten Erstbesiedler des
Neugeborenendarms sind. Sie sind somit die ersten etablierten Bakterien im Intestinaltrakt
der Neugeborenen. Bei der Differenzierung nach Geburtsmodus zeigte sich, dass per Sectio

entbundene Kinder spiter besiedelt werden und eine verminderte Heterogenitit in ihrer
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Stuhlflora aufweisen als vaginal entbundene Kinder. Eine Besiedlung mit typischen
Darmkeimen wie E.coli und Enterokokken war bei vaginal entbundenen Kindern hiufiger zu
finden. Per Sectio entbundene Kinder beherbergten dafiir vermehrt Staphylokokken. Die
hiufigste Staphylokokkenart war, unabhdngig vom Geburtsmodus, S.epidermidis.
Andererseits zeigte sich bei den Enterokokkenarten ein Unterschied im Geburtsmodus. Hier
waren vaginal entbundene Kinder am haufigsten mit E.faecalis besiedelt, die per Sectio
entbundenen Kinder hingegen mit E.faecium. Der Geburtsmodus scheint keinen
wesentlichen FEinfluss auf die Resistenzentwicklung zu haben. Hier konnten wir keinen
wesentlichen Unterschied zu Bakterien einer gesunden Stuhlflora feststellen. Die im
Vergleich zu fritheren Studien verdnderte Zusammensetzung der Stuhlflora hat insbesondere
Auswirkungen auf das Immunsystem der Kinder. Die niedrigere bakterielle intestinale
Vielfalt bei per Sectio entbundenen Kindern scheint mit einem erhdhtem Risiko fiir Atopien
einherzugehen. Andererseits sind die typischen Darmbesiedler wie E.coli und Enterokokken
auch Ausloser schwerwiegender Infektionen in der Neugeborenenperiode. Ob ihr Riickgang
in der Stuhlflora auch mit einem Riickgang von friihkindlichen Infektionen assoziiert ist,
muss in weiterfiihrenden Studien untersucht werden. Auch die Rolle der Staphylokokken ist
noch nicht ausreichend geklirt und muss weiter erforscht werden. Hohe Zahlen von S.aureus
scheinen mit Ubergewicht assoziiert zu sein, andererseits stimulieren sie das Immunsystem
wahrscheinlich in Richtung einer Toleranz gegeniiber Allergenen. Insbesondere die Rolle
der S.epidermidis muss weiter untersucht werden, da sie heutzutage die haufigsten Besiedler
des Neugeborenendarms sind und es hierzu kaum Erkenntnisse iiber die Auswirkungen gibt.
Eindeutig ist, dass Atopien stark zugenommen haben, dies insbesondere bei per Sectio
geborenen Kindern. Die erste bakterielle Besiedlung des Darms spielt dabei eine
entscheidende Rolle fiir die Entwicklung des Immunsystems. Man muss kritisch
hinterfragen, ob der hohe hygienische Standard auf Neugeborenenstationen nicht auch
negative Auswirkungen auf die bakterielle Vielfalt des kindlichen Darms hat und ob das
,»Rooming-in“ die Kinder zu hohen Mengen miitterlicher Staphylokokken aussetzt. Auch die
Indikation zur Sectio sollte kritischer gestellt werden. Andererseits wére es moglich, die
Babynahrung mit bestimmten Bakterien anzureichern oder auch Teile der miitterlichen
Darmflora auf den kindlichen Darm zu iibertragen. Da aber noch nicht klar ist, welche

Bakterien die entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Immunsystems spielen und
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welche Auswirkungen damit verkniipft sind, sind weiterfithrende Untersuchungen dringend

erforderlich. Die nachfolgende Tabelle verdeutlicht noch einmal unsere Ergebnisse.

Haufigstes Erstauftreten von
Bakterien

Haufigstes erstbesiedelndes
Bakterium

Haufigstes Erstauftreten von
E.coli

Haufigstes Erstauftreten von
Staphylokokken

Haufigstes Erstauftreten von
Enterokokken

Haufigste
Staphylokokkenbesiedlung

Haufigste
Enterokokkenbesiedlung

Haufigste Staphylokokkenart

Héaufigste Enterokokkenart

Haufigste Anzahl von
Bakteriengattungen

1. Lebenstag

2. Lebenstag

Staphylokokken (10 Kinder)

Staphylokokken (18 Kinder)

2. Lebenstag (6 Kinder)

3. Lebenstag (6 Kinder)

1. Lebenstag (6 Kinder)

2. Lebenstag (8 Kinder)

3. Lebenstag (6 Kinder)

1. und 3. Lebenstag (jeweils 3
Kinder)

3. Lebenstag (13 Kinder)

3. Lebenstag (7 Kinder)

3. Lebenstag (12 Kinder)

2. Lebenstag (14 Kinder)

3. Lebenstag (11 Kinder)

3. Lebenstag (7 Kinder)

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Zwei Bakteriengattungen (9
Kinder)

Eine Bakteriengattung (8 Kinder)

Tabelle 1: Ergebnisse in der Gegenuberstellung
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