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1. Zusammenfassung

Hintergrund: Die nekrotisierende Enterokolitis (NEC) ist eine multifaktoriell bedingte
entziindliche Darmerkrankung des Neugeborenen mit hoher Letalitat. Das Uberleben einer NEC
geht haufig mit schweren gastrointestinalen und neurologischen Langzeitfolgen einher, weshalb
praventiven MalRnahmen zur Vermeidung einer NEC grol3e Bedeutung zukommt. Friihgeborene
zahlen zur Hochrisikogruppe, doch auch Neugeborene mit ductusabhdngigem Herzfehler haben
ein erhohtes Risiko, an einer NEC zu erkranken. In einer Reihe von Studien konnte gezeigt werden,
dass eine prophylaktische Gabe von Probiotika mit mehreren Bakterienstdammen die NEC-
Inzidenz und Mortalitat bei Friihgeborenen drastisch senken kann. Ob dieser Effekt auch bei
Neugeborenen mit ductusabhangigem Herzfehler erzielt werden kann, ist bislang nicht untersucht

worden.

Studienziel: Untersuchung einer moglichen Assoziation zwischen dem prophylaktischen Einsatz
eines Probiotikums (Infloran®, bestehend aus Bifidobacterium infantis und Lactobacillus

acidophilus) und der NEC-Rate bei Neugeborenen mit ductusabhangigem Herzfehler.

Methodik: In dieser retrospektiven Kohortenstudie wurden Patientendaten von Neugeborenen mit
ductusabhéngigem Herzfehler, welche einer Alprostadil-Infusion bedurften, aus einem Zeitraum
von 10 Jahren (2005-2014) erhoben und analysiert. Es wurden zwei Studiengruppen gebildet und
miteinander verglichen: Die Interventionsgruppe (IG), welche taglich das Probiotikum Infloran®
oral bzw. Uber eine Magensonde erhielt, und die historische Kontrollgruppe (KG), welche
keinerlei Probiotika bekam. Die Infloran®-Gabe erfolgte bis zum Absetzen der Alprostadil-
Infusion und wurde nur wahrend eines Antibiotikaeinsatzes pausiert. Die primére Zielvariable der
Studie war die Diagnose NEC Stadium >IT (modifizierte Bell-Kriterien), sekundére Zielvariablen

waren die Gesamtmortalitat und die NEC-bezogene Mortalitét.

Ergebnisse: 488 Kinder waren Teil der Studie (IG: n = 242, KG: n = 246). Die Studiengruppen
unterschieden sich nicht in Bezug auf Gestationsalter, Geburtsgewicht, Haufigkeit verschiedener
Herzfehler, Antibiotikatherapie und Erythrozytentransfusionen. Eine NEC trat bei 6 von 247
(2,4%) Patienten der KG und bei 3 von 242 (1,2%) Patienten der IG auf (p = 0,504). Die NEC-
bezogene Mortalitat (KG: 0,4% vs. 1G: 0,4%, p = 1,000) und Gesamtmortalitat (KG: 11% vs. IG:
8,7%, p = 0,448) unterschieden sich nicht. Eine Subgruppenanalyse von insgesamt 152 Kindern
mit Fehlbildung des Aortenbogens (z.B. Aortenisthmusstenose, unterbrochener Aortenbogen)
ergab eine signifikante Reduktion der NEC-Rate von 5,6% auf 0% in der I1G (p = 0,048).



Schlussfolgerung: Obwohl es nur halb so viele NEC-Félle in der IG als in der KG gab, war der
Unterschied statistisch nicht signifikant. Die Ergebnisse deuten jedoch darauf hin, dass besonders
Neugeborene mit Fehlbildung des Aortenbogens von der routineméBigen Gabe eines

Probiotikums, welches mehrere Bakterienstimme beinhaltet, profitieren kdnnten.



2. Abstract

Background: Necrotizing enterocolitis (NEC) is among the most frequent and lethal
gastrointestinal diseases of neonates. Survival of NEC is often associated with severe
gastrointestinal and neurological long-term complications, making prevention of NEC of great
importance. Besides premature infants, neonates with ductal-dependent congenital heart disease
(CHD) are also at increased risk of developing NEC. There is strong evidence that application of
dual-strain probiotics reduces the frequency of NEC and mortality in premature infants. Whether
this effect can also be achieved in neonates with ductal-dependent CHD has not yet been

investigated.

Objectives: We aimed to examine the effect of a dual-strain probiotic containing Bifidobacterium
infantis and Lactobacillus acidophilus on NEC frequency and mortality in neonates with ductal-
dependent CHD.

Methods: This is a retrospective single-center cohort study on all neonates born within a 10-year
period (2005-2014) with ductal-dependent CHD, who required prostaglandin E1 (PGE1) to
maintain ductal patency. Clinical data were collected from medical files and statistically analyzed.
Infants receiving the enteral dual-strain probiotic Infloran® formed the intervention group (IG)
and were compared to infants without any supplementation of probiotics (historical control group,
CG). Probiotics were administered on each day of PGE1 infusion and were paused only during
antibiotic therapy. Outcomes of this study were diagnosis of NEC Stage >II (Modified Bell Stage),
NEC-related mortality and overall mortality.

Results: 488 infants were included in the study (IG: n = 242, CG: n = 246). Groups were similar
regarding birth weight, gestational age, distribution of heart defects, antibiotic therapy and
erythrocyte transfusions. NEC appeared in 6 of 247 (2.4%) infants of the CG and in 3 of 242
(1.2%) infants of the IG (p = 0.504). NEC-related mortality (CG: 0.4% vs. 1G: 0.4%, p = 1.000)
and overall mortality (CG: 11% vs. 1G: 8.7%, p = 0.448) did not differ between the two groups.
We found a significant reduction of NEC frequency in a subgroup analysis of 152 infants with
aortic arch malformation (e.g., coarctation of the aorta, interrupted aortic arch) from 5.6% in the
CG to 0% in the IG (p = 0.048).

Conclusion: There were fewer NEC cases in the IG than in the CG; however, this was not
statistically significant. Nevertheless, the results indicate that neonates with aortic arch

malformation may benefit from a routine administration of a dual-strain probiotic.



3. Einleitung

Teilinhalte dieses Kapitels wurden verdffentlicht in Neonatology (2020): ,,Effect of a Dual-Strain
Probiotic on Necrotizing Enterocolitis in Neonates with Ductal-Dependent Congenital Heart

Disease: A Retrospective Cohort Study* (1).

Die nekrotisierende Enterokolitis (necrotizing enterocolitis, NEC) ist eine entziindliche
Darmerkrankung von Neugeborenen und zahlt zu den h&ufigsten gastrointestinalen Notféllen in
der Neonatologie. Sie kann im Verlauf zu einer transmuralen Nekrose des Darms und in der Folge
zu einem septischen Schock mit hoher Letalitat fiihren, trotz adaquater intensivmedizinischer

Behandlung. Die Pravention einer NEC ist deshalb von groRer Bedeutung.

3.1. Vorkommen

Betroffen sind in erster Linie Frihgeborene (Gestationsalter <37  vollendete
Schwangerschaftswochen) bzw. Kinder mit einem Geburtsgewicht < 1500 Gramm (very low birth
weight, VLBW) (2), doch auch Reifgeborene kdnnen eine NEC entwickeln. Bei Reifgeborenen ist
eine NEC hdufig mit Komorbiditaten assoziiert, wie z.B. einem kongenitalen Herzfehler
(congenital heart disease, CHD) (3-5). Insbesondere ductusabhangige bzw. zyanotische Herzfehler
erhdhen bei Neugeborenen das Risiko, an einer NEC zu erkranken (3) — diese Form der NEC wird
auch als ,kardiogene NEC*“ bezeichnet. Die NEC-Inzidenz von durchschnittlich 5,1% bei
Séuglingen mit CHD (6) macht sie zu einer &hnlich stark betroffenen Risikogruppe flr das
Auftreten einer NEC wie Friihgeborene (7). Die Mortalitat von Séuglingen mit kardiogener NEC
ist jedoch hoher als die von Sauglingen mit NEC ohne CHD (38% vs. 27%) (6). Nach einer Studie
von Cheng et al. (8) ist die Mortalitat bei Kindern mit kardiogener NEC hoher, wenn sie an einem
zyanotischen Herzfehler leiden, als bei Kindern mit azyanotischem Herzfehler (71% vs. 39%).

3.2. Pathogenese
Die Pathogenese der NEC wird als multifaktoriell angesehen. Bei Friihgeborenen scheinen die
Unreife des intestinalen Immunsystems und der Darmbarriere sowie das durch Krankenhauskeime
verédnderte Darmmikrobiom eine (bergeordnete Rolle zu spielen (9, 10). Die Integritat der
intestinalen Epithelbarriere bei Frihgeborenen ist beeintrachtigt, wodurch es zu einer Invasion
pathologischer Keime kommen kann (11). Diese bakterielle Translokation sowie die zusétzliche
Einwirkung von &uleren Stressoren konnte zur Aktivierung einer inflammatorischen Kaskade
beitragen (11). Im Gegensatz dazu scheint bei Kindern mit CHD einerseits eine Reduktion des
mesenterialen  Blutflusses und die damit einhergehende  Minderperfusion  des

Gastrointestinaltraktes, und andererseits eine chronische Hypoxie bei der Entstehung einer NEC
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von Bedeutung zu sein. In der Folge kann es auch hier zur Veranderung des intestinalen
Mikrobioms sowie zu einer intestinalen Ischamie mit sekundarer Inflammation kommen (12, 13).
Kinder mit zyanotischen CHD, die mit einer verminderten Sauerstoffsattigung des arteriellen
Blutes einhergehen, konnen eine intestinale Hypoxie entwickeln, welche mit einem erhdhten
Risiko flr die Entstehung einer schweren NEC assoziiert ist (14, 15). Andere Herzfehler fiihren
zu einem diastolischen Riickfluss in der Aorta descendens, der seinerseits aufgrund der daraus
folgenden, mesenterialen Minderperfusion (,,steal-Phdnomen®) einen Risikofaktor fir die
Entstehung einer NEC darstellt (3, 16).

3.3. Klinik und Diagnostik
Klinisch duflert sich eine NEC zundchst durch unspezifische Symptome wie z.B. Trinkschwéche,
Lethargie, ein geblahtes Abdomen, Erbrechen, Apnoe und blutige Stuhle (2). Im Verlauf kommt
es zu dilatierten Darmschlingen und fehlender Darmperistaltik (17). Der Verdacht auf eine NEC
kann radiologisch erhartet werden, z.B. durch den Nachweis von portalvendser Gasansammlung,
Lufteinschlissen in der Darmwand (Pneumatosis intestinalis) oder einer Darmwandperforation als
diagnostisches Spatzeichen mit folglich freier Luft im Abdomen (2, 9). In manchen Féllen kdnnen
jedoch auch im Spatstadium einer NEC eindeutige radiologische Zeichen fehlen (9), was die

Diagnosestellung oft erschwert.

3.4. Therapie
Die Therapie erfolgt primar konservativ durch Gabe von Breitbandantibiotika, Umstellung auf
ausschlieBlich parenterale Erndhrung und Entleerung des Magens durch eine Magensonde (2, 9).
Im Verlauf wird jedoch bei bis zu 50% der betroffenen Kinder eine operative Therapie notwendig
(2). Hierbei werden in der Regel der Darm durch eine Stomaanlage entlastet sowie gangranose
Darmabschnitte reseziert (9, 18), wodurch es zu Strikturen, intestinaler Obstruktion durch
postoperative Adhé&sionen und auch - bei einer ausgedehnten NEC - zu einem Kurzdarmsyndrom
kommen kann (19). Kinder, die eine NEC uberleben, kdnnen neben gastrointestinalen
Komplikationen auch schwere neurologische Schaden davontragen, wie eine Zerebralparese,
kognitive Stérungen und schwere Sehstérungen (20). Die mit einer NEC verbundenen
Komplikationen und Langzeitfolgen machen sie zu einer geflrchteten Erkrankung und einem

wichtigen Forschungsthema.

3.5. Neue Forschungsansatze
Um die Pathogenese der NEC besser verstehen zu kénnen, wurden in der Vergangenheit samtliche

potenzielle Einflussfaktoren auf die Entstehung einer NEC erforscht, z.B. die Erndhrung



(Muttermilch vs. Formula-Nahrung), der Geburtsmodus, Antibiotikatherapie und intestinale
Hypoxie/lschdmie (21). Ihnen gemeinsam ist, dass diese Faktoren zu einer intestinalen Dyshiose
beitragen koénnen (12, 22, 23), wodurch die Frage, inwieweit das Darmmikrobiom an der

Entstehung einer NEC beteiligt ist, immer weiter in den Fokus der Forschung geriet.

In Studien der vergangenen Dekade konnte wiederholt gezeigt werden, dass Probiotika dazu in der
Lage sind, die NEC-Inzidenz und die Mortalitat bei Friihgeborenen drastisch zu senken (24-26).
Die Kombination verschiedener Bakterienstdmme, insbesondere Bifidobacterium infantis und
Lactobacillus acidophilus, zeigte den grofiten Effekt (24, 26, 27). Probiotika wirken sich durch
verschiedenste Mechanismen positiv auf die intestinale Barrierefunktion und das Immunsystem
aus. Sie kénnen unter anderem die Permeabilitat der Darmmukosa herabsetzen (28), die Adhadsion
pathologischer Bakterien an das Darmepithel sowie deren Invasion in die Zellen hemmen (29), die
intestinale Sekretion von Immunglobulin A férdern (30), die Produktion des immunregulierenden
Zytokins TGF-p1 (31), sowie die Zytokinproduktion durch Makrophagen erhéhen (32). Aul3erdem
sind Probiotika nach aktuellem Forschungsstand bei Friihgeborenen sicher in der Anwendung. Die
Meta-Analyse von Guthmann et al. (33) schloss insgesamt 2193 Patienten ein, von denen 1117
Patienten Probiotika erhielten. Keiner dieser Patienten entwickelte eine Sepsis mit probiotischen

Bakterienstdmmen oder andere unerwiinschte Wirkungen.

Ob Neugeborene mit CHD, insbesondere zyanotischen CHD, ebenfalls von einer Gabe von
Probiotika profitieren, ist bisher nur unzureichend erforscht worden. Einzig die prospektive,
randomisierte und kontrollierte Studie von Dilli et al. (34) untersuchte bisher den Effekt eines
enteral verabreichten Bakterienstammes auf die NEC-Rate und Mortalitat bei Kindern mit
zyanotischem CHD und brachte vielversprechende Ergebnisse: die NEC-Rate konnte von 10% in
der Placebogruppe auf 0% in der Interventionsgruppe reduziert werden. Die Mortalitat sank von
28% auf 10%. Allerdings war die Studienpopulation mit insgesamt 100 Patienten sehr klein, die
NEC Rate in der Kontrollgruppe vergleichsweise hoch und es wurde ein Synbiotikum bestehend

aus nur einem Bakterienstamm (Bifidobacterium lactis) und Inulin verabreicht.

3.6. Zielsetzung
Die vorliegende Arbeit untersucht nun als erste Studie den Effekt eines Probiotikums mit mehr als
einem Bakterienstamm auf die NEC-Inzidenz und die Mortalitdt von Neugeborenen mit

ductusabh&ngigem Herzfehler.



4. Methodik

Die Vorgehensweise ist in der Publikation in Neonatology (2020): ,,Effect of a Dual-Strain
Probiotic on Necrotizing Enterocolitis in Neonates with Ductal-Dependent Congenital Heart

Disease: A Retrospective Cohort Study* (1) beschrieben.

4.1. Studiendesign
Dies ist eine retrospektive Studie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin und des Deutschen
Herzzentrums Berlin, in welcher die Daten von 488 Patienten aus einem Zeitraum von 10 Jahren
(2005-2014) analysiert wurden.

4.2. Einschlusskriterien
In die Datenanalyse wurden alle zwischen Januar 2005 und Dezember 2014 geborenen Kinder
eingeschlossen, die bei stationdrer Aufnahme jinger als 28 Tage alt waren und einen
ductusabhéngigen Herzfehler hatten. Ein ductusabhénger Herzfehler wurde definiert als eine
angeborene Herzfehlbildung, bei welcher ein offener Ductus arteriosus Botalli zur Sicherstellung
der pulmonalen oder systemischen Perfusion notwendig war. Neugeborene mit ductusabhangigem
Herzfehler erhalten eine kontinuierliche intravenése Gabe von Prostaglandin E1 (PGEL,
Alprostadil, Minprog®), um den Ductus arteriosus Botalli auch nach der Geburt offenzuhalten.
Die PGE1-Gabe geschieht in der Regel bis zur Therapie des Herzfehlers, entweder durch eine

therapeutischen Herzkatheterintervention oder eine operative Versorgung des Herzfehlers.

Aus der Studie ausgeschlossen wurden Neugeborene, welche am ersten Lebenstag verstorben sind,
primar palliativmedizinisch behandelt wurden oder bei denen nicht eindeutig beschrieben wurde,

ob sie Probiotika erhielten oder nicht.

4.3. Intervention
Im Jahr 2008 wurde das Probiotikum Infloran®, welches die Bakterienstdmme Bifidobacterium
infantis und Lactobacillus acidophilus enthalt, aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse zur
NEC Prophylaxe bei Friihgeborenen in den Therapiestandard von Frilhgeborenen an der Charité
aufgenommen. Da Sauglinge mit ductusabhéngigem Herzfehler ebenfalls ein erhéhtes Risiko fiir
eine NEC aufweisen und man annahm, dass Probiotika auch hier einen gesundheitlichen Vorteil
bringen konnten, wurde im Jahr 2009 am Universitatsklinikum Charité Berlin und am Deutschen
Herzzentrum Berlin die Indikation fir eine routinemélige Gabe von Probiotika auf diese
Patientengruppe ausgeweitet. Die bis dato fehlende Evidenz fiir die Gabe eines Probiotikums in
dieser Patientengruppe wurde niedriger gewichtet als der Vorteil einer potenziellen Verringerung
der NEC Inzidenz. Seitdem bekommen S&uglinge (Fruh- und Termingeborene), welche eine
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kontinuierliche PGE1-Infusion aufgrund eines ductusabhéngigen Herzfehlers erhalten, zusétzlich
das Probiotikum Infloran® per oral. Dieses enthalt pro Kapsel je 1 Milliarde lebende Bakterien
der Stdamme Lactobacillus acidophilus und Bifidobacterium infantis. Die Patienten erhalten
zweimal taglich ¥2 Kapsel Infloran®. Die Verabreichung erfolgt fiir die Dauer der PGE1-Infusion

und wird nur wahrend eines Antibiotikaeinsatzes pausiert.

Fur diese Studie wurden alle Patienten, welche die Einschlusskriterien erfillten, in zwei Gruppen
eingeteilt und miteinander verglichen: die Interventionsgruppe, welche Infloran® erhielt und die

(historische) Vergleichsgruppe, welche keinerlei Probiotika erhielt.

4.4. Datenerhebung
Alle der Studie zugrundeliegenden Daten entstammen den Patientenakten in elektronischer und
Papierform. Hieraus wurden demografische Daten, Details zur kardiologischen Diagnose,
relevante Angaben zur Geburt, zum pra-, post- und operativen Verlauf, zur Dauer der PGE1- und
Infloran®-Gabe, zur NEC-Diagnose sowie zur Mortalitdt entnommen und in tabellarischer Form
zusammengetragen. Alle Daten stammen aus dem Zeitraum von der Geburt der Kinder bis zu
deren Entlassung aus der Klinik bzw. zu deren Tod — je nachdem, was zuerst eintrat. Zu den
erhobenen Daten gehorten auch postnatale Laborparameter (arterieller Nabelschnur-pH,
Hémoglobin, Leukozyten, Thrombozyten), Komorbiditaten (Atemnotsyndrom,
Bronchopulmonale  Dysplasie, intrakranielle Blutung, periventrikuldare Leukomalazie,
Frihgeborenen-Retinopathie), (minimal-)invasive Eingriffe (Rashkind-Mandver, Herzkatheter),
die Krankenhausaufenthaltsdauer und weitere, sodass pro Studienteilnehmer mehr als 90 Angaben

erfasst worden sind.

Als primérer Endpunkt der Studie wurde die Diagnose NEC des Stadiums Ila oder hoher definiert.
Die Stadieneinteilung erfolgte nach den modifizierten Bell-Kriterien (17). Diese teilen eine NEC
anhand vegetativer Symptome, intestinaler Symptome sowie radiologischer Zeichen in 3 Stadien
mit je 2 Untergruppen ein, wobei radiologische Zeichen wie lleus oder Pneumatosis intestinalis ab
dem Stadium lla obligatorisch sind. Sekundéare Endpunkte der Studie waren die Gesamtmortalitat
vor stationdrer Entlassung sowie die NEC-bezogene Mortalitat, d.h. die Mortalitat, welche in
eindeutigen Zusammenhang mit dem Auftreten einer NEC gebracht werden konnte. Zuséatzlich
wurde der Einfluss des Probiotikums auf unterschiedliche Arten von Herzfehlern untersucht. Auch
Ergebnisse der Blutkulturen der Patienten wurden in die Studie mit einbezogen, um die Infloran®-

Gabe als Ursache einer Infektion auszuschlieRen.



4.5. Statistische Analyse
Nach Zusammentragung aller relevanten Daten wurden diese mittels IBM SPSS Statistics, Version
24.0 (IBM Inc., Armonk, NY, USA) statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse der deskriptiven
Statistik wurden in Tabellenform abgebildet, wobei von kategorialen Variablen die absolute und
relative Haufigkeit und von metrischen Variablen der Median und die Spannweite dargestellt
wurden. Mittels statistischer Tests wurden die Ergebnisse der Interventions- und Kontrollgruppe
miteinander verglichen. Dichotome Variablen wurden mithilfe des Exakten Fisher-Tests und des
Chi-Quadrat-Tests auf Unabhangigkeit tberprift. Die Analyse metrischer Variablen erfolgte mit
dem Mann-Whitney-U-Test. Ergebnisse mit einem p-Wert <0,05 galten hierbei als statistisch

signifikant.



5. Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden veroffentlicht in Neonatology (2020): ,,Effect of
a Dual-Strain Probiotic on Necrotizing Enterocolitis in Neonates with Ductal-Dependent
Congenital Heart Disease: A Retrospective Cohort Study* (1). Eine detaillierte tabellarische
Darstellung der Studienergebnisse ist in dieser Publikation aufgefiihrt.
5.1. Studienpopulation und deren Merkmale

Insgesamt erfillten 507 Patienten die Einschlusskriterien, wovon 19 Kinder aus folgenden
Grunden aus der Studie ausgeschlossen wurden: Bei 8 der Patienten fehlten relevante Angaben
zur Probiotikum-Gabe, 7 der Kinder waren innerhalb ihrer ersten 24 Lebensstunden verstorben
und 4 Neugeborene wurden nach ihrer Geburt primér palliativ behandelt. Somit konnten 488
Kinder in die Studie eingeschlossen werden, von denen 242 Patienten Infloran® erhielten
(Interventionsgruppe) und 246 Patienten keinerlei Probiotika verabreicht bekamen

(Kontrollgruppe).

Der Vergleich dieser beider Patientengruppen ergab keine demografischen Merkmalsunterschiede,
jedoch gab es in der Interventionsgruppe signifikant mehr Kinder, die in der Charité Berlin geboren
wurden und die per Sectio caesarea entbunden wurden, als in der Kontrollgruppe. Beziiglich der
Héaufigkeit der verschiedenen ductusabhangigen Herzfehler gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Gruppen, wobei die h&aufigsten Herzfehler die
Aortenisthmusstenose und die Dextro-Transposition der grof3en Arterien waren. Die Patienten der
Interventionsgruppe erhielten die PGE1-Infusion im Durchschnitt Giber langere Zeit, als die der
Kontrollgruppe (durchschnittlich 8 vs. 6 Tage, p < 0,001). Insgesamt wurde PGEL in der
Interventionsgruppe 2455 Tage lang verabreicht und in der Kontrollgruppe 1788 Tage lang. In der
Kontrollgruppe wurden mehr Kinder mechanisch beatmet (n = 110 vs. 77, p = 0,003) und es
erhielten mehr Kinder Surfactant (n = 14 vs. 4, p = 0,028) als in der Interventionsgruppe. Es wurde
kein Unterschied in der Haufigkeit von friihen und spéten Neugeboreneninfektionen (early-onset
infection, late-onset infection) zwischen beiden Gruppen festgestellt. Es zeigte sich eine Tendenz,
dass die Kinder der Interventionsgruppe seltener mit Antibiotika behandelt wurden als die der
Kontrollgruppe (n =107 vs. 131, p = 0,051), wenngleich diese Tendenz statistisch nicht signifikant

war.

5.2. Studienendpunkte
Insgesamt wurde bei 9 der 488 Patienten eine NEC des Stadiums Ila oder hoher diagnostiziert. In

7 von 9 Fallen wurde die Diagnose noch durch die Ergebnisse histologischer Untersuchungen oder
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den operativen Befund gestutzt. Die NEC-Diagnosen wurden zwischen dem 5.-35. Lebenstag der
Patienten gestellt, davon 6 Diagnosen vor operativer Herzfehlerkorrektur und 3 postoperativ. 1
von 9 der NEC-Patienten wurde ausschlieBlich konservativ behandelt, die tbrigen 8 betroffenen
Kinder wurden zusatzlich chirurgisch versorgt. Unter den NEC-Patienten wiesen 4 Kinder eine
Aortenisthmusstenose, 2 ein Hypoplastisches Linksherzsyndrom, 2 eine Dextro-Transposition der

grolRen Arterien (d-TGA) und 1 Patient eine Totale Lungenvenenfehlmiindung auf.

Beim Vergleich beider Studiengruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
Auftrittshaufigkeit einer NEC (Kontrollgruppe n = 6 bzw. 2,4% vs. Interventionsgruppe n = 3 bzw.
1,2%, p = 0,504). Ebenso wenig unterschieden sich die Gesamtmortalitat (Kontrollgruppe 11% vs.
Interventionsgruppe 8,7%, p = 0,448) und die NEC-bezogene Mortalitat (Kontrollgruppe 0,4% vs.
Interventionsgruppe 0,4%, p = 1,000) der beiden Studiengruppen. Auch nach Betrachtung der
Untergruppen ,,VLBW* und ,,nicht-VLBW* zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den
Outcomes. Zusétzlich wurden die Studiengruppen nach den verschiedenen Herzfehlern eingeteilt
und analysiert. Bei Kindern mit angeborener Fehlbildung des Aortenbogens, welche zu einer
Minderperfusion der Aorta flhrte, zeigte sich eine signifikante Reduktion der NEC-Falle bei der
Interventionsgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (n =4 bzw. 5,6% vs. n =0 bzw. 0%, p = 0,048).
Zu diesen Herzfehlern z&hlten in erster Linie die Aortenisthmusstenose (coarctation of the aorta,
CoA) und der unterbrochene Aortenbogen (interrupted aortic arch, IAA) sowie weitere multiple
Herzfehler, welche eine CoA oder IAA miteinschlossen. In der Interventionsgruppe gehdrten dazu
80 Patienten, inklusive Kinder mit folgenden multiplen Herzfehlern: Aortenatresie + CoA (n = 1),
Aortenatresie + IAA (n = 1), Aortenstenose + CoA (n = 3), d-TGA + CoA (n = 11). In der
Kontrollgruppe zahlten dazu 72 Patienten, u.a. Kinder mit einer Aortenstenose + CoA (n = 4), d-
TGA + CoA (n = 4) und unbalanciertem atrioventrikuldren Septumdefekt mit univentrikuldrem
Rechtsherz + CoA (n =1).

5.3. Anwendungssicherheit von Infloran®
Die Ergebnisse dieser Studie ergaben keinen Hinweis auf unerwiinschte Wirkungen einer
Infloran®-Gabe. Insgesamt wurde bei 86 von 242 Patienten (35,5%) der Interventionsgruppe eine
Blutkultur entnommen. In keiner der Blutkulturen konnten die Bakterienstdmme Bifidobacterium
infantis oder Lactobacillus acidophilus nachgewiesen werden. 6 der 86 Blutkulturen wurden
positiv getestet auf Staphylokokken (n = 3), Streptokokken (n = 2) sowie Escherichia Coli (n = 1).
In der Kontrollgruppe gab es jeweils eine positive Blutkultur fiir Staphylokokken und

Acinetobacter.
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5.4. StichprobengroRe fur weiterfihrende Studien
Mithilfe des Programms OpenEpi, version 3.01 (Open Source Epidemiologic Statistics for Public
Health, Atlanta, GA, USA) wurde anhand der Kelsey-Formel berechnet, welche Stichprobengrofie
eine randomisierte kontrollierte Studie brauchte, um eine signifikante Reduktion der NEC-
Inzidenz von 2,4% auf 1,2% durch die Gabe von Probiotika aufzuzeigen. Bei einem Alphafehler-
Niveau von 5% und einer Teststarke von 80% miissten mindestens 3786 Patienten in die Studie
eingeschlossen werden, davon je 1893 Patienten in der Interventions- und Kontrollgruppe

(Zuteilungsverhéltnis 1:1).
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6. Diskussion

Teilinhalte dieses Kapitels wurden verdffentlicht in Neonatology (2020): ,,Effect of a Dual-Strain
Probiotic on Necrotizing Enterocolitis in Neonates with Ductal-Dependent Congenital Heart

Disease: A Retrospective Cohort Study* (1).

6.1. Probiotika als NEC-Prophylaxe bei Neugeborenen mit ductusabhdngigem
Herzfehler?

Anhand der Studienergebnisse kann derzeit keine allgemeine Empfehlung zur routineméafiigen
Infloran®-Gabe bei Neugeborenen mit ductusabhangigem Herzfehler ausgesprochen werden.
Obwohl es weniger NEC-Falle in der Interventionsgruppe als in der Kontrollgruppe gab, war
dieses Ergebnis statistisch nicht signifikant. Allerdings deuten die Studienergebnisse darauf hin,
dass Probiotika, welche die Bakterienstimme Bifidobacterium infantis und Lactobacillus
acidophilus enthalten, die NEC-Inzidenz bei Sauglingen mit Fehlbildung des Aortenbogens und
damit einhergehender Hypoperfusion der Aorta (und der mesenterialen GefaRRe) senken kdénnten.
Dieses Ergebnis unterstlitzt die Hypothese, dass eine verminderte Systemperfusion und des
Gastrointestinaltraktes sowie eine kardial bedingte chronische Hypoxie zu einer Dysbiose des
Darms beitragt, die durch die Gabe von Probiotika positiv verandert werden konnte. Allerdings ist
zu beachten, dass die statistische Power der Subgruppenanalyse aufgrund einer zu kleinen
Stichprobengrolie gering ausféllt. Des Weiteren ist nicht ausgeschlossen, dass sich die klinische
Versorgung von Patienten mit CHD wéhrend der langen Studienperiode von 10 Jahren &nderte,
sodass auch dies Einfluss auf die NEC-Rate gehabt haben konnte.

Die Inzidenz einer kardiogenen NEC variiert stark von Studie zu Studie (0-23,7%) (6) und war in
dieser Studienpopulation mit 2,4% vergleichsweise gering. Dadurch bedarf es, wie zuvor
beschrieben, nahezu 4000 Studienteilnehmer, um eine signifikante Reduktion der NEC-Rate bei
Neugeborenen mit CHD um 50% nachzuweisen. Eine derart grol3e Teilnehmerzahl ist nur mit

einer Multicenterstudie realisierbar.

6.2. Darmmikrobiom und dessen Einflussfaktoren
In vergangenen Studien konnte aufgezeigt werden, dass Kinder mit CHD eine intestinale Dysbiose
aufweisen, welche sich durch eine verringerte Anzahl an Bifidobacteriaceae und Bakterien
insgesamt &ulerte (35) sowie durch eine verminderte Anzahl an Bakterien der Gattung
Lactobacillus (23). Ob Probiotika dazu in der Lage sind, die mikrobielle Besiedlung des Darms
bei Kindern mit CHD positiv zu beeinflussen, ist derzeit noch unklar. Umenai et al. (36)

vernahmen bei Kindern mit CHD nach der perioperativen Gabe eines monokulturellen
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Probiotikums, welches Bifidobakterium breve enthielt, eine signifikant gesteigerte Anzahl an B.
breve sowie eine verminderte Anzahl an Enterobacteriaceae und Pseudomonas in den Stuhlproben
der Kinder. Ellis et al. (35) konnten durch die Verabreichung eines Probiotikums, welches
Bifidobakterien des Stammes B. infantis enthielt, keine Veranderung der mikrobiellen Besiedlung
bei Kindern mit CHD nachweisen. In beiden Studien wurden Probiotika mit jeweils nur einem
Bakterienstamm eingesetzt, was den Effekt auf das Darmmikrobiom im Vergleich zu Probiotikum-
Mixturen moglicherweise geschmalert hat. In einer Beobachtungsstudie an 80 Friihgeborenen
(ohne CHD) untersuchten Van Best et al. (37) den Einfluss von zwei verschiedenen Probiotikum-
Mixturen auf das Darmmikrobiom der Kinder. Hierbei konnte eine erfolgreiche Besiedlung des
Darms durch die probiotischen Bakterienstdmme nachgewiesen werden, die auch nach Absetzen
der Probiotika bis zu mehrere Wochen persistierte, wobei sich die mikrobiellen Profile der beiden
Probiotikum-Gruppen signifikant voneinander unterschieden. In beiden Probiotikum-Gruppen
wurde eine verminderte Anzahl an Escherichia, Enterococcus und Klebsiella im Stuhl im
Vergleich zur Placebo-Gruppe festgestellt. Daraus wird deutlich, dass unterschiedliche
Kombinationen von Bakterienstdmmen das Mikrobiom auf verschiedene Weise verdndern
konnen. Die Kombination der verschiedenen Bakterienstimme scheint ebenfalls Auswirkungen
auf die langerfristige mikrobielle Besiedlung des Darms zu haben: In beiden verabreichten
Probiotikum-Praparaten war unter anderem das Bakterium Lactobacillus acidophilus enthalten,
doch nach Absetzen der Probiotika persistierte L. acidophilus im Darm nur in einer
Interventionsgruppe, jedoch nicht in der anderen. Ob ein Bakterienstamm eines Probiotikums im
Darm persistiert, scheint somit auch davon abzuhangen, mit welchen Bakterienstimmen er
kombiniert wird. Inwieweit sich Probiotika mit mehreren Bakterienstimmen auf die bakterielle
Besiedlung des Darms bei Neugeborenen mit CHD auswirken, sollte weiter untersucht werden,
um deren Einfluss auf die NEC-Inzidenz und Mortalitdt bei dieser Patientengruppe besser
verstehen und beurteilen zu konnen. Aufgrund eines Mangels an Daten konnten

Stuhlprobenuntersuchungen in der vorliegenden Arbeit nicht beriicksichtigt werden.

Andere Faktoren, die Einfluss auf das intestinale Mikrobiom haben, sind der Geburtsmodus und
Antibiotikatherapien (22). Da in der Interventionsgruppe der vorliegenden Studie signifikant mehr
Kinder per Sectio caesarea entbunden wurden und die Patienten der Interventionsgruppe
tendenziell seltener Antibiotika erhielten als in der Kontrollgruppe, kénnte das Studienergebnis
durch diese beiden Variablen beeinflusst worden sein. Jedoch ist noch immer umstritten, ob der
Geburtsmodus und Antibiotikatherapien (berhaupt als unabhangige Risikofaktoren fir die
Entstehung einer NEC gelten (21).
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Auch die Erndhrung der Neugeborenen hat Auswirkungen auf die Entwicklung des
Darmmikrobioms (22). Zudem gilt die Erndhrung von Muttermilch bei Frihgeborenen als
protektiv im Hinblick auf die Entstehung einer NEC (38, 39) und auch bei Neugeborenen mit CHD
scheint Erndhrung mit Muttermilch mit einem geringeren Risiko fir das Auftreten einer
praoperativen NEC assoziiert zu sein (40). Die Patienten der vorliegenden Arbeit erhielten
bevorzugt Muttermilch und zweitranging Formula-Nahrung, wenn keine Muttermilch zur
Verfugung stand. Die Erndhrung der Kinder wurde jedoch nur unzureichend dokumentiert,
weshalb dieser Faktor in der retrospektiven Datenanalyse nicht beriicksichtigt werden konnte. Dies

konnte einen Einfluss auf die Ergebnisse dieser Studie gehabt haben.

Eine kurzlich vertffentlichte Meta-Analyse von Beghetti et al. (41) deutet darauf hin, dass die
Wirkung von Probiotika durch die Erndhrung beeinflusst werden kann. Es wurde verglichen,
welchen Effekt Probiotika auf das NEC-Risiko bei Friihgeborenen besallen, die entweder
ausschlieflich Muttermilch als Nahrung bekamen oder Formula-Nahrung allein bzw. mit
Muttermilch kombiniert. Die Subgruppenanalyse ergab unter anderem, dass Bifidobacterium lactis
zwar in beiden Gruppen das NEC-Risiko verringerte, jedoch mit einer gréReren Effektstarke in
der Gruppe, die ausschlief3lich Muttermilch als Nahrung bekam (OR 0,04 vs. OR 0,32). Inwieweit
die Wirksamkeit von Probiotika bei Neugeborenen mit CHD durch ihre Erndhrung beeinflusst

werden kann, wurde bislang nicht untersucht.

Die Frage, welche Faktoren die grofite Wirkung auf die mikrobielle Besiedlung des Darms bei
Neugeborenen mit CHD haben und inwieweit sich diese Faktoren gegenseitig beeinflussen, ist von

groRem Interesse.

6.3. Die kardiogene NEC als eigenstandiges Krankheitsbild

Es wird deutlich, dass das Themenfeld der NEC bei Neugeborenen mit CHD noch viele Fragen
aufwirft, die auf Grundlage der aktuellen Studien noch nicht hinreichend beantwortet werden
konnen. Vergleiche der klassischen NEC mit der CHD-assoziierten (kardiogenen) NEC zeigten
immer wieder deutliche Unterschiede in der Epidemiologie, dem Pathomechanismus, dem
Krankheitsverlauf und Outcome der Patienten auf. In den vergangenen Jahren wurde zunehmend
diskutiert, ob es sich bei der klassischen und der kardiogenen NEC um zwei unterschiedliche
Entitaten handelt (6, 13, 42).

Doch auch innerhalb der Risikogruppe ,,Neugeborene mit CHD* ist es sinnvoll, verschiedene
Pathomechanismen in Erwégung ziehen. So konnte einer praoperativ entwickelten NEC ein

anderer Pathomechanismus zugrunde liegen als einer postoperativ entwickelten NEC. In der
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vorliegenden Arbeit wurden 3 der NEC-Diagnosen innerhalb von 72h postoperativ gestellt. Ein
Patient, welcher eine NEC noch praoperativ entwickelte, bekam die Diagnose 1 Tag nach einer
Ballon-Atrioseptostomie (Rashkind-Mandver). Auch hier konnte ein Zusammenhang zwischen
dem invasiven Eingriff und dem Auftreten der NEC bestanden und sich im Pathomechanismus

von den Ubrigen praoperativ aufgetretenen NEC-Fallen unterschieden haben.

Surmeli Onay et al. (43) untersuchten in einer Pilotstudie an Friihgeborenen (ohne CHD), welche
Rolle eine Hypoxie/Ischdmie in der Pathophysiologie einer friih auftretenden NEC (<7. Lebenstag)
und einer klassischen NEC (>7. Lebenstag) spielt. Ihre Studienergebnisse deuten darauf hin, dass
Frihgeborene, die innerhalb der ersten 7 Lebenstage eine NEC oder NEC-ahnliche Erkrankung
entwickeln, bereits in utero eine intestinale Gewebsschadigung und Inflammation aufgrund eines
hypoxisch-ischdmisches Events erlitten haben konnten, welche sich dann in der ersten
Lebenswoche als NEC bzw. NEC-&hnliche Erkrankung klinisch manifestiert. Die Autoren
sprechen sich deshalb dafiir aus, fiir diese Félle den Terminus “Hypoxic-lIschemic Enterocolitis
(HIEnt)” zu verwenden. In der vorliegenden Arbeit entwickelte ein Patient aus der
Interventionsgruppe innerhalb der ersten 7 Lebenstage eine NEC. Wiirde man die Hypothese von
Surmeli Onay et al. auf Reifgeborene (ibertragen, konnte diesem NEC-Fall ebenfalls ein anderer
Pathomechanismus zugrunde liegen als den tbrigen 8 NEC-Féllen dieser Arbeit. Die Studie von
Surmeli Onay et al. hat einige Limitationen, z.B. wurden auch NEC-Félle des Stadiums I nach Bell
in die Studie eingeschlossen. Nichtsdestotrotz wird deutlich, dass unterschiedlichste
Pathomechanismen zu einer &hnlichen klinischen Auspragung fihren koénnen und die
Differenzierung unterschiedlicher NEC-Formen von grofRer Bedeutung ist (44). Ein grindliches
Verstandnis um die Pathogenese einer NEC ist entscheidend fir die Entwicklung effektiverer
diagnostischer MaRnahmen, wirksamer Préventionsstrategien und letztendlich fir die

Verbesserung des Outcomes der betroffenen Patienten.

6.4. Weiterfuhrende Studien
Zukunftige Studien kénnten folgende Hypothese zugrunde legen: Ductusabhéngige Herzfehler
erhdhen das Risiko fir die Entstehung einer NEC, wohingegen eine prophylaktische
Verabreichung von Probiotika das intestinale Mikrobiom positiv verdndern und damit das NEC-
Risiko in dieser Risikogruppe verringern kann. Klinische Pilotstudien kdnnten diese Hypothese
untersuchen und dabei die Analyse von Stuhlproben aller Patienten zu Beginn, wéhrend und nach
der Verabreichung von Probiotika beinhalten. AuRerdem sollte die Erndhrung der Neugeborenen
nach einem standardisierten Ern&dhrungsprotokoll erfolgen und genau dokumentiert werden. Um
die Anwendungssicherheit des verabreichten Probiotikums nachweisen zu kdnnen, sollte bei allen
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Patienten eine Blutkultur abgenommen werden, z.B. zum Zeitpunkt der operativen

Herzfehlerkorrektur.

6.5. Schlussfolgerung
Probiotika, welche die Bakterienstimme Bifidobacterium infantis und Lactobacillus acidophilus
enthalten, konnten dazu in der Lage sein, die NEC-Inzidenz bei Neugeborenen mit
ductusabhé&ngigem Herzfehler zu senken (1). Diese Annahme l&sst sich aufgrund der begrenzten
Anzahl der untersuchten Neugeborenen jedoch nicht beweisen. Die Studienergebnisse deuten
darauf hin, dass besonders diejenigen Kinder davon profitieren kénnten, bei denen die Art des
Herzfehlers zu einer verminderten aortalen und in der Folge auch intestinalen Perfusion fihrt (1).
Weitere Studien mit deutlich groéReren Studienpopulationen wéren notwendig, um eine eindeutige
Empfehlung zur Verabreichung von Probiotika bei dieser Risikogruppe aussprechen zu kénnen.
Es bleibt weiterhin fraglich, welchen Stellenwert das Mikrobiom des Darms von Neugeborenen
mit CHD in der Entstehung der kardiogenen NEC einnimmt und wodurch es vorrangig beeinflusst

wird.
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