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ZUSAMMENFASSUNG

Infektionen Frihgeborener und unreifer Neugeborener
mit koagulasenegativen Staphylokokken

Steinacker, Marion

In dieser Arbeit wurden bei 69 Neugeborenen mit klinischem Verdacht auf Sepsis von
verschiedenen Kérperstellen insgesamt 208 Abstriche entnommen und in 121 Proben (58,2%)
CNS isoliert. Bei diesen Stammen wurde jeweils eine Speziesdifferenzierung, ein Antibiogramm
und eine Schleimtestung durchgefihrt.

Bei der Speziesdifferenzierung dominierte S.epidermidis mit 61,2% gefolgt von S.haemolyticus
(23,2%), S.hominis (5,8%), nicht differenzierbaren S.spezies (4,1%) und S.auricularis (3,3%).
S.warneri, S.simulans und S.saprophyticus wurden jeweils nur einmal isoliert (0,8%).

Bei der Antibiotikaresistenztestung reagierten alle Stamme sensibel auf Vancomycin. Ebenso
wurden geringe Resistenzraten gegen Ciprofloxacin (3,3%) beobachtet. Dagegen waren 76%
der Stamme resistent gegen Ampicillin und 39,7% gegen Oxacillin. Des weiteren wiesen die
gegen Oxacillin resistenten Stamme auch deutlich mehr Resistenzen gegen die Ubrigen
getesteten Antibiotika auf. S.epidermidis war die Spezies, die im Durchschnitt die meisten
Resistenzen lieferte.

Bei der Schleimtestung waren 60,3% der Stimme stark, 14,1% schwach und 25,6% nicht
adharent. S.epidermidis war die Spezies mit den hoéchsten Adhasionsraten, indem 73% der
Stamme eine starke Adhasion aufwiesen, im Gegensatz zu S.hominis und S.haemolyticus mit
jeweils 57,1% bzw. 35,7% stark adharenten Stammen.

Bei 17 der 69 Neugeborenen wurden von mindestens zwei verschiedenen Kdorperstellen jeweils
CNS der gleichen Spezies isoliert. Um herauszufinden, ob die bei einem Kind isolierten
Bakterien einem Klon angehdrten, wurden zur weiteren Differenzierung eine Typisierung nach
Antibiogramm, eine Plasmidprofilanalyse und eine Proteinprofilanalyse mittels SDS-
Polyacrylamid-Gel Elektrophorese durchgefihrt.

Bei Betrachtung aller finf durchgefihrten Untersuchungsverfahren zeigte sich, dass bei 6
Kindern die Ergebnisse bei mindestens zwei Stdmmen nahezu identisch ausfielen. So konnte
hier der Rickschluss auf eine klonale Identitdt dieser Stamme gezogen werden und die
isolierten CNS als wahrscheinliche Sepsiserreger verantwortlich gemacht werden.

Die Spezies der 14 CNS-Stamme dieser 6 Neugeborenen umfassten in 7 Fallen S.epidermidis,
in 4 Fallen S.haemolyticus und in 3 Fallen nicht differenzierbare S.spezies. 11 der 14 Stamme
besallen eine starke Adhéasionsfahigkeit, und nur die 3 nicht differenzierbaren S.spezies waren
nicht adharent. Die 7 S.haemolyticus und S.spezies Stamme lagen mit ihrer Resistenzhaufigkeit
im Durchschnitt, nur die S.epidermidis Stamme lagen etwas dariber.

Bei den 6 Neugeborenen mit Nachweis von Keimen eines Klones handelte es sich jedes Mal um
Frihgeborene. Alle Kinder uberlebten die septischen Perioden unter entsprechender
antibiotischer Therapie. Im Labor erwiesen sich eine Erhéhung der I/T-Proportion sowie eine
Thrombopenie als verlasslichste Laborparameter. Fakultativ gefunden wurden eine CRP-
Erh6hung, eine Leukozytose und eine Hypoglykamie.

Tag der mundlichen Prifung: 16.02.2004
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1. Einleitung

Koagulasenegative Staphylokokken (CNS) sind als Besiedler der
Haut und der Schleimhaute des Menschen und aller bisher
untersuchten Saugetiere sowie Vogel und Fische weit verbreitet
(121). Von Natur aus haben sie eine symbiotische Bedeutung ftr
den Menschen, indem sie an Haut und Schleimhéauten
hdchstwahrscheinlich in bedeutendem Mal3 an der primaren lokalen
Barrierefunktion gegen eindringende, potentiell pathogene
Mikroorganismen beteiligt sind (82).

Bisher wurden 32 CNS-Spezies eindeutig voneinander abgegrenzt
(112). Stamme der Novobiocin-sensiblen S.epidermidis-Gruppe -
S.epidermidis, S.hominis, S.haemolyticus, S.warneri und S.capitis -
dominieren in der menschlichen Mikroflora. Den Hauptanteil
machen dabei Stamme der Spezies S.epidermidis sensu stricto
aus, lediglich auf der Kopfhaut tGberwiegt S.capitis. S.auricularis ist
speziell an den aulRReren Gehotrgang adaptiert und fast
ausschlielich dort zu finden. CNS der Novobiocin-resistenten
S.saprophyticus-Gruppe - S.saprophyticus, S.cohnii und bedingt
auch S.xylosus - sind dagegen nur transient in der Flora des
aulReren Urogenitalbereichs zu finden (55,56). lhnen wird eine
,hormale“ pathogene Bedeutung als Erreger des Dysuriesyndroms
der geschlechtsaktiven Frau und in der unspezifischen Urethritis
des Mannes zugesprochen (66). Zugrunde liegt eine offensichtlich
spezielle Affinitat dieser Staphylokokkenstdmme zum menschlichen
Uroepithel (82,85,110).

Im Gegensatz zu S.aureus, mit seiner eindeutig fakultativ-
pathogenen Bedeutung, wurden CNS lange Zeit als apathogen
eingestuft. In den letzten Jahrzehnten jedoch konnte reichlich
demonstriert werden, dass CNS, bei bestimmten Gruppen von
Patienten, wahre atiologische Verursacher von Infektionen sein
kénnen. In den letzten Jahren wurde sogar ein deutlicher Anstieg
von Infektionen mit CNS festgestellt (116,117). Dieser Anstieg ist
auf einen massiven Wandel im Patientengut bestimmter klinischer
Disziplinen  zurtickzufihren. Gerade die Erfolge moderner
medizinischer Methoden haben zu einer Anderung der
Resistenzlage des menschlichen Wirtes gefihrt, die eine
Pathogenitat dieser Staphylokokken fast zwangslaufig zul&dsst. Zu
den betroffenen Patientengruppen gehoren einerseits Patienten mit



implantierten Fremdkorpern, wie kinstliche Herklappen (101),
orthopadische Prothesen (52), Liquor- und AV-Shunts (63) und
Patienten mit intravasalen Kathetern (63,80). Eine weitere
gefahrdete Gruppe stellen Patienten mit malignen Erkrankungen
und immunsuppressiver Therapie, besonders in leukopenischen
Phasen dar, sowie Patienten nach Knochenmarkstransplantation
(43,82,100). Bei parenteral Drogenabhangigen kann es zur
Rechtsherzendokarditis kommen (120). Die Gruppe, mit der sich
diese Arbeit befassen soll, bilden die Neugeborenen und hier vor
allem die unreifen und Frihgeborenen. Des weiteren sei noch
erwdhnt, dass CNS auch als Verursacher von Otitis media (34),
Konjunktivitis (1) und Abdominalabszessen (31) identifiziert wurden.

Zur epidemiologischen Typisierung der CNS stehen mehrere
Verfahren zur Verfuigung. Relativ einfach durchzuftihren und nicht
sehr kostenintensiv sind dabei die Biotypisierung, Antibiogramme
und die Schleimtestung (16,64). Der Nachteil dieser Methoden, vor
allem der Biotypisierung und der Schleimtestung, liegt jedoch in der
relativ.  geringen  Diskriminierungsrate  (5,47,83).  Weitere
epidemiologische Typisierungsverfahren sind die
Phagentypisierung, die Proteinanalyse mittels SDS-PAGE Technik
und die molekulare Typisierung wie z.B. die Plasmidprofilanalyse.
Der Vorteil dieser Verfahren liegt in einer im Allgemeinen héheren
Diskriminierungsrate, der Nachteil jedoch st der groRRere
Kostenaufwand und die aufwendigere Durchfuhrung (4,5,32,77). Zur
effektiven epidemiologischen Typisierung werden daher meist
verschiedene  Kombinationen  der  Untersuchungsverfahren
angewandt, wie z.B. Antibiogramm plus Plasmidprofilanalyse (47),
wobei meist hohere Diskriminierungsraten erreicht werden, als bei
Anwendung eines Untersuchungsverfahrens allein (16,64).



2. Allgemeines uber CNS-Infektionen Fruhgeborener und unreifer
Neugeborener

Koagulasenegative Staphylokokken, friher kollektiv unter dem
Namen S.epidermidis bekannt, residieren normalerweise auf Haut
und Schleimhauten als harmlose Kommensalen (22,53). In den
letzten drei Jahrzehnten konnte jedoch mehrfach demonstriert
werden, dass, unter den entsprechenden Umstanden, CNS zu
wahren Infektionsverursachern werden konnen. Neu- und
Frihgeborene gehéren zunehmend zur Gruppe der Risikopatienten,
eine CNS-Infektion zu erwerben (114, 119).

Zwischen 1940 und 1970 wurde immer wieder Uber Falle von CNS-
Infektionen bei Neugeborenen berichtet. Aber erst in den spaten
Siebzigern und frihen Achtzigern mehrten sich mit Goldman et al.
(42) die Berichte tGber CNS und retrospektiv wurden CNS als die
haufigsten nosokomialen Blutkultur-Isolate identifiziert
(2,3,6,33,49,98), im Gegensatz zum Zeitraum zwischen 1965 und
1975 , wo [-hadmolysierende Streptokokken die am meisten
isolierten Erreger waren (6,38,102).

Einige Untersucher, u.a. Freeman et al. (40) fanden heraus, dass
die Ursache dieses Anstieges der CNS-Infektionen in einem Trend
zum niedrigeren Geburtsgewicht, insgesamt besseren
Uberlebenschancen der untergewichtigen Neugeborenen sowie in
moderneren und invasiveren diagnostischen und therapeutischen
Apparaturen liegt (36,60,97,103).

2.1. Klinik der CNS-Infektionen

Neonatale CNS-Infektionen bieten im Allgemeinen einen blanderen
Verlauf als Infektionen mit Erregern wie z.B. Streptokokken der
Gruppe B und E.coli (36). Die Symptome einer Infektion sind meist
unspezifisch. Die klinischen Zeichen einer CNS-Sepsis beinhalten
das plotzliche Eintreten oder die Zunahme der Anzahl von
apnoeischen und bradycarden Episoden, Temperatur-Instabilitat,
Lethargie, geblahtes Abdomen, Erndhrungsintoleranz, Cyanose und
Kreislaufzentralisation (7,38,70).



An pathologisch veranderten Labordaten konnen gefunden werden
eine  CRP-Erhohung, eine Erh6hung des /T sowie eine
Thrombopenie. Des Weiteren vorkommen kénnen eine Leukozytose
bzw. -penie sowie eine Hypo- oder Hyperglykdmie (12,41,90).

2.2. Virulenzfaktoren der CNS

Es gibt mehr als 30 Spezies von CNS. Darunter ist S.epidermidis
das Hauptisolat von Neugeborenen mit Bakteridmie oder anderen
invasiven CNS-Infektionen, indem diese Spezies fir 72-88% der
infektibsen Perioden mit CNS verantwortlich ist (29,38,44). Hall et
al. (44) fanden heraus, dass S.haemolyticus, S.hominis, S.warneri
und S.simulans ebenfalls als Krankheitsverursacher vorkommen
und gemeinsam etwa 28% der Sepsisepisoden innerhalb der CNS
ausmachen. Es ist unklar, ob S.epidermidis virulenter ist aufgrund
der héheren Proportion an schleimproduzierenden Stammen (51),
oder ob dieser Spezies andere spezifische Virulenzfaktoren
innewohnen.

Der Hauptteil der invasiven CNS-Isolate von Neugeborenen
produziert Schleim (44,51). Schleim st ein extrazellulares
Glycocalix-Material, eine ,amorphe Kapsel“, bestehend aus 40%
Carbohydrat und 27% Protein (81). Dieser Schleim kann nun eine
Adharenz an innewohnenden Fremdkorpern vermitteln oder
steigern, so z.B. an zentralen Venenkathetern (80,82). Des
Weiteren haben Experimente gezeigt, dass schleim-positive
Stamme von CNS viel groRere Konzentrationen von Antibiotika
Uberleben konnen, wenn sie in Gegenwart eines Fremdkdrpers
kultiviert werden (94). Weiterhin ist einigen Untersuchern nach
anzunehmen, dass der von den CNS gebildete Schleim mit den
Abwehrmechanismen des Wirtes interferiert (23).

Als  weiterer Virulenzfaktor ist die hohe Anzahl an
Antibiotikaresistenzen anzusehen (29,44). Multiple
Antibiotikaresistenz ist haufiger unter krankheitsverursachenden als
bei kontaminanten CNS-Stdmmen zu finden (29). Neuere klinische
Studien berichten, dass praktisch alle, von Patienten mit invasiven
Erkrankungen isolierten Stamme, resistent gegen [-Laktam
Antibiotika, wie Ampicilin  und Cephalosporine sind. Fur



Betalaktamase-stabile Penizilline wie Oxacillin gilt das gleiche,
aufgrund der intrinsischen, chromosomal kodierten Resistenz. Auch
gegenuber Gentamycin sind die meisten Stamme resistent
(26,29,38,74). Dagegen sind gegentber Vancomycin bisher kaum
Resistenzen beobachtet worden. In jingster Zeit fanden jedoch
Schwalbe et al. (91) eine ansteigende Resistenz von
S.haemolyticus-Isolaten gegen Vancomycin und Teicoplanin.

2.3. Kindliche Risikofaktoren

2.3.1. Niedriges Geburtsgewicht

Eine direkte Beziehung zwischen Geburtsgewicht und Anfalligkeit
fur eine neonatale nosokomiale Infektion im Allgemeinen wurde von
vielen Untersuchern festgestellt (40). Goldman et al. identifizierten
ein niedriges Geburtsgewicht als den Faktor, der am starksten mit
einem steigenden Infektionsrisiko bei Neugeborenen verbunden ist.
Nach LaGamma et al. (62) war das Eintreten einer nosokomialen
Infektion die Haupttodesursache bei Neugeborenen mit einem
Geburtsgewicht von weniger als 1000g. In den meisten
Untersuchungen (3,38,70) hatten die mit CNS infizierten Kinder ein
Geburtsgewicht von unter 1500g. CNS-Infektionen kdnnen auch bei
reifen Neugeborenen vorkommen, das Risiko ist jedoch geringer
(74).

2.3.2. Immundefizit

Die Assoziation zwischen niedrigem Geburtsgewicht und
steigendem Infektionsrisiko ist primar ein Resultat des
Immundefizits der unreifen Neugeborenen (45,59).

Die geringere Knochenmarksreserve der Neugeborenen flr
Neutrophile sowie ihre herabgesetzte Fahigkeit, die Freisetzung und
nachfolgende Regeneration der Neutrophilen zu regulieren, macht
die Neugeborenen anfallig daftir, eine periphere Neutropenie sowie,
wéhrend einer Sepsis, eine Erschépfung des Neutrophilen-Pools zu



entwickeln (45). Des weiteren zeigen die Neutrophilen von
Neugeborenen eine eingeschrankte Funktionsfahigkeit (58).

Die Phagozytose, einer der Hauptabwehrmechanismen gegen CNS,
kann herabgesetzt sein (45).

Die Anforderungen zur Opsonierung von CNS variieren je nach
Stamm, einige erfordern nur Komplement, einige nur Antikérper,
andere sowohl Komplement als auch Antikérper. Die Menge all
dieser Opsonine kann im Serum unreifer Neugeborener erniedrigt
sein (35). Die Konzentration der Komplementkomponenten betragt
beim Neugeborenen annahernd nur die Halfte wie beim
Erwachsenen und ist besonders niedrig beim unreifen
Neugeborenen. Neuere experimentelle Untersuchungen legen
nahe, dass auch die funktionelle Aktivitdt des Komplementsystems
beim Neugeborenen herabgesetzt ist (36,37,45).

Beinahe das komplette kindliche IgG bei Geburt stammt von der
Mutter, Uber aktiven Transport von miutterlichem IgG uUber die
Plazenta, der in etwa mit einem Gestationsalter von 20 Wochen
beginnt. Die Konzentrationen beim unreifen Neugeborenen
korrelieren gut mit dem Gestationsalter und dem Geburtsgewicht
(37,108). Einige Untersucher demonstrierten, dass, obwohl
Neugeborene messbare Konzentrationen von  Antikdrpern
gegeniber CNS aufwiesen, diese eine deutlich herabgesetzte
Funktionsaktivitdit aufwiesen, im Vergleich zu &hnlichen
Konzentrationen von miitterlichem IgG (37). Das heil3t also, dass
Neugeborene, zusatzlich zu niedrigeren absoluten IgG-Werten,
Antikdrper mit unzureichender Funktion besitzen.

2.3.3. Kolonisation mit CNS

Die Kolonisation von Haut und Schleimhauten bei Neugeborenen
auf Intensivstationen vollzieht sich grundsatzlich und schnell, das
Kolonisationsmuster variiert jedoch je nach Ort und Zeit (22). Bei
mehreren Untersuchern, u.a. Hall et al. (46), waren CNS die
haufigsten mukokutanen Isolate auf der Neugeborenen-
Intensivstation. Hall z.B. berichtet, dass am ersten Tag 9% der
Neugeborenen eine nasopharyngeale Kolonisation mit CNS



aufwiesen, in der zweiten Woche stieg der Anteil auf 78%. In der
sechsten Woche sank der Anteil auf ca. 30% und blieb in etwa
stabil bis zur zehnten Woche. Hall isolierte eine grof3e Anzahl
verschiedener Biotypen, wohingegen bei einer Studie von D"Angio
et al. (22) ein pradominanter CNS-Biotyp vorgefunden wurde. Ob
virulente CNS-Stamme bei Patienten auf Neugeborenen-
Intensivstationen selektiert werden, sich entwickeln oder den
Intensivstationen innewohnen, bleibt zu diskutieren.

2.3.4. Gegenwart von verweilenden zentralen Kathetern oder
anderen Fremdkorpern

In zahlreichen Studien wurden verweilende zentrale Venenkatheter
und andere Fremdkdrper identifiziert als Faktoren, die mit der
Entwicklung einer invasiven CNS-Infektion assoziiert sind
(7,12,28,38,50,70). In einem experimentellen Modell von
Christensen et al. (17), wo Mause mit schleimproduzierenden CNS
geimpft wurden, erkrankten nur die Tiere mit implantierten
Fremdkorpern. Die Assoziation zwischen Fremdkorpern und
invasiver Infektion liegt wahrscheinlich an der Tendenz der CNS zur
Adharenz und Kolonisation an Fremdkorpern, wodurch eine
Infektion eingeleitet werden kann oder eine Oberflache zur
Adharenz bereitgestellt wird, die eine bakterielle Opsonisation
erschwert, wodurch die Moglichkeit des Eintritts einer Infektion
fortbesteht. Umgekehrt zerstoren die invasiven MalRnahmen, die
erforderlich sind um einen Fremdkorper einzusetzen, die Haut, die
ja die erste Infektionsbarriere darstellt. Dadurch wird den die Haut
besiedelnden Bakterien ermdglicht in tiefere Schichten und den
Blutstrom einzudringen (45).

2.3.5. Antibiotikaexposition

Die Dauer einer friheren antibiotischen Therapie ist ein Risikofaktor
fir eine nosokomiale neonatale Sepsis im Allgemeinen (42). Dies
gilt auch flir CNS-Infektionen. Epidemiologische Daten erharten die
Enwicklung von ansteigenden Resistenzen innerhalb von CNS-



Stammen gegenuber Methicillin, Aminoglykosiden und Rifampicin
mit Anwendung dieser Antibiotika (3,26,38).

2.3.6. Verabreichung von totaler parenteraler Ernahrung (TPN) und
Lipiden

Einige Untersucher (3,8,28,38,42,70,101) stellten eine Beziehung
fest zwischen TPN und dem Auftreten von CNS-Infektionen, und
Fleer et al. (38) konnten zeigen, dass kontaminierte TPN-
Flissigkeiten der verursachende Faktor fir viele CNS-Infektionen
im eigenen Krankengut war. In einer anderen Neugeborenen-
Intensivstation  wurden  Lipidinfusionen als  pradominanter
Risiokofaktor fir CNS-Bakteriamien identifiziert (39). Eine moégliche
Beziehung zwischen der Verwendung von TPN und Fetten und dem
Auftreten einer CNS-Bakteriamie, neben der Kontamination des
Infusionsmaterials, ist, dass TPN und Fette vor allem bei den
kleinsten und krankesten Neugeborenen angewendet werden.
Diese weisen zusétzlich alle oben angegebenen Risikofaktoren auf.
AuBBerdem stellen hohe Konzentrationen von Dextrose und Fetten
ein ideales Wachstumsmedium fir CNS dar (15,39).

2.4. Therapie von Infektionen mit CNS bei Neugeborenen

Aufgrund der zunehmenden Resistenzhaufigkeit der CNS
gegenuber u.a. Gentamycin, Betalaktam-Antibiotika wie Ampicillin
und etlichen Cephalosporinen sowie Betalaktamase-stabilen
Penizillinen wie Methicillin, war das Medikament der Wahl lange Zeit
Vancomycin (45,54,95). Erst in jungster Zeit wird auch Uber
gegentber Vancomycin resistente CNS-Stamme berichtet (91).

Vancomycin ist ein bakterizides Antibiotikum, das mit der Zellwand-
Synthese interferiert. Die Dosierung beim Neugeborenen richtet sich
nach dem Geburtsgewicht sowie dem postnatalen Alter.

Eine wichtige zusatzliche Malnahme ist die Entfernung von
vorhandenen Venenkathetern oder anderen Fremdkdrpern, vor



allem, wenn es sich um einen schleimproduzierenden CNS-Stamm
handelt (82).



3. Fragestellung

Die Bedeutung der koagulasenegativen Staphylokokken (CNS) in
der perinatalen Medizin hat in den letzten Jahren erheblich
zugenommen. Diese Keime zéhlen zu den haufigsten
Sepsiserregern auf Neugeborenen-Intensivstationen. Das Klinische
Bild einer koagulasenegativen Staphylokokkenseptikdmie beim
Neu- und Frihgeborenen ist Uberwiegend durch einen nicht
fulminanten Verlauf und eine meist gute Prognose gekennzeichnet,
Todesfalle kommen aber vor. Der Kenntnisstand dber die
Besiedlung und Infektion von Neu- und Frihgeborenen mit CNS ist
jedoch gering.

Ein erstes Ziel dieser Arbeit war es, das Spektrum der bakteriellen
Kolonisation mit CNS von Neu- und Frihgeborenen mit klinischen
Zeichen einer Sepsis zu ermitteln, d.h. welche CNS-Spezies aus
welchem Untersuchungsmaterial bzw. welcher Lokalisation isoliert
werden kénnen. Hierzu wurden den Neu- und Frihgeborenen mit
klinischem Sepsisverdacht von verschiedenen Korperstellen
Abstriche oder Sekretproben entnommen. Weiterhin wurden die
klinischen Daten der Neu- und Frihgeborenen erhoben. Zusatzlich
sollten alle CNS-Isolate hinsichtlich allgemeiner phé&notypischer
Merkmale, wie Resistenzspektrum gegeniber 10 verschiedenen
Antibiotika und Fahigkeit zur Schleimbildung (Adharenztest),
charakterisiert werden.

Ein zweites Ziel der Arbeit bestand darin, bei den CNS-Isolaten
eines Patienten, die der gleichen Spezies angehodrten, zu
untersuchen, ob sie zu einem Stamm gehoren, d.h. ob Isolate von
verschiedenen Korperstellen als klonal identisch einzustufen sind.
Als Grundlage hierzu wurden verschiedene Methoden der Phano-
und Genotypisierung auf ihre Anwendbarkeit zur Typisierung von
CNS-Isolaten untersucht. Zum Einsatz kamen drei unterschiedliche
epidemiologische Typisierungsverfahren, die miteinander verglichen
wurden. Eingesetzt wurden neben der
Antibiotikaempfindlichkeitstestung die Proteinbandenanalyse sowie
die Plasmidprofilanalyse.
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4. Material und Methoden

4.1. Herkunft der Isolate

Im Zeitraum von Oktober 1987 bis Oktober 1988 wurden in der
Neugeborenen-Intensivstation der Koélner Universitats Kinderklinik
bei allen Neugeborenen mit Verdacht auf Sepsis Abstriche und/oder
Blut-, Urin-, Punktions-, Magensaft- oder Stuhlproben entnommen
und dem Hygiene-Institut der Universitat zu Koéln  zur
bakteriologischen Untersuchung zugesandt. Hier wurden bei 69
dieser Kinder koagulasenegative  Staphylokokken  (CNS)
nachgewiesen und weiter untersucht. Bei diesen 69 Kindern wurden
insgesamt 208 Proben entnommen und zwar (Anzahl in Klammern):
Abstriche von Nase (24), Nabel (25), Ohr (24), Rachen (33),
Trachea (9), Anus (23), Drainagespitze (2) und ZVK (3), Punktionen
von Pleura (1) und Perikard (1) und um Proben von Blut (3), Stuhl
(8), Urin (15) und Magensatft (37).

4.2. Klinische und laborchemische Daten

Bei den Neugeborenen, die mehrere positive Isolate an
verschiedenen Korperstellen aufwiesen, wurde die Krankenakte
retrospektiv auf folgende Daten untersucht:

4.2.1. Perinatale Risikofaktoren

An perinatalen Risikofaktoren wurden untersucht:
- Zeitpunkt des Blasensprunges

- Entbindungsmodus

- Beurteilung des Fruchtwassers

- mutterliches Fieber

- Antibiotikatherapie der Mutter

- pranatale Glukokortikoidbehandlung der Mutter.
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4.2.2. Eingangskriterien des Kindes

Hier wurden zu einen folgende, allgemeine Kriterien bestimmt:

- Gestationsalter

- Geburtsgewicht

- APGAR-Wert

- Beatmung

- Art des Zuganges

- Nabelschnur-pH

- KOrpertemperatur.

Des Weiteren wurden die folgenden laborchemischen Daten bei

Geburt untersucht:

- Hamoglobin

- Hamatokrit

- Anzahl von Leukozyten und Neutrophilen

- I/T (Verhéltnis von immaturen Neutrophilen zur totalen
Neutrophilenzahl)

- Thrombozytenzahl

- Blutzucker

- Bilirubin

- CRP.

4.2.3. Verlaufsbeobachtung

An klinischen Verlaufsparametern wurden untersucht:
- Beatmungsdauer und -komplikationen

- Antibiotikatherapie

- klinischer Gesamteindruck.

AulBerdem wurden folgende laborchemische Daten zum Zeitpunkt
der vermuteten septischen Episode bestimmt:

- Leukozytenzahl

- T

- Differentialblutbild

- CRP

- Bilirubin

- Thrombozytenzahl

- Blutzucker.
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4.3. Allgemeine Charakterisierung der Isolate

Zur ldentifizierung der CNS wurden zunachst Reinkulturen auf
Muller-Hinton- (Oxoid) und Blood Agar Base-Platten (Oxoid) plus
5% defibriniertes Blut angelegt und anschlielend folgende
Basiskriterien bestimmt:

4.3.1. Makroskopische Beurteillung der Kolonienmorphologie

Sie erfolgte mit bloRem Auge. Bewertet wurden Kolonienpigment
und Koloniengrofie.

4.3.2. GRAM-Praparat

Von jedem Bakterienstamm wurde in Ublicher Weise ein nach
GRAM gefarbtes Praparat angelegt und die Morphologie sowie das
GRAM-Verhalten beschrieben.

4.3.3. Katalasereaktion (9)

Dieser Test diente der Abgrenzung gegeniber katalasenegativen
Streptokokken.

Verwendet wurden auf Midller-Hinton-Platten gezlichtete Bakterien,
da die Reaktion mit auf Blood Agar Base-Platten geziichteten
Bakterien, wegen der im Blut enthaltenen Peroxidase, falsch positiv
ausgefallen ware. Auf Objekttrager wurde jeweils ein Tropfen
3%iges kaltes Wasserstoffperoxid gegeben. Vom Rand her wurde
dann mit der sterilen Ose pro Tropfen eine Einzelkolonie eingerthrt.
Eine Entwicklung von Gasbladschen wurde als positive Reaktion
bewertet.
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4.3.4. Gebundene Koagulase - ,Clumping factor” (30)

Durchgefiihrt wurde dieser Test zur Unterscheidung von
koagulasepositiven  und  -negativen  Staphylokokken.  Als
Positivkontrolle wurde der S.aureus-Stamm SG511 verwendet.,

Auf einen Objekttrager wurde je ein Tropfen Kaninchencitratplasma
und ein Tropfen NaCl (zur Negativkontrolle) gegeben. In die Tropfen
wurden vom Rand her jeweils Bakterien eingerihrt. Bei einem
positiven Reaktionsausfall kam es zu einer sichtbaren Agglutination
des Kaninchencitratplasmas. Blieb eine Agglutination aus, wurde
die Reaktion als negativ bewertet.

4.3.5. Staphyslide-Test

Der Staphyslide-Test (bioMérieux, Frankreich) wurde zum
Ausschlu3 von S.aureus durchgefuhrt. Dieser besitzt einen
Proteinrezeptor fur ein Fibrinogenfragment, der koagulasenegativen
Staphylokokken fehlt. So werden stabilisierte und durch Fibrinogen
sensibilisierte Hammelerythrozyten in Gegenwart eines S-aureus-
Stammes  agglutiniert. Diese  Agglutination bleibt  bei
koagulasenegativen Staphylokokken aus.

4.4. Biotypisierung

Die Speziesidentifizierung erfolgte nach dem Schema von Kloos
und Schleifer (57). Untersucht wurde das Vergarungsmuster flr
verschiedene Zucker, die Phosphataseaktivitat, die Fahigkeit zur
Nitratreduktion und die Sensibilitat fir Novobiocin. Zur genaueren
Einteilung wurde weiterhin die Ureaseaktivitat bestimmt (9).

4.4.1. Zuckervergarung (57)

Die beim Zuckerabbau entstehende S&ure bewirkt eine pH-
Veranderung, die durch einen Farbumschlag des Indikators sichtbar
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wird. Hierzu wurden Glasréhrchen mit Purple Agar Base, 31g/l, pH
6,8 (Difco), plus 1% Zucker mit jedem Stamm beimpft und 72
Stunden bei 37°C inkubiert. Bei den Zuckern handelte es sich um
Fructose, Galactose, Mannose, Xylose, Ribose, Maltose, Lactose,
Melizitose, Saccharose, Trehalose, Mannit und Xylit. Die Ablesung
erfolgte jeweils nach einem, zwei und drei Tagen. Eine positive
Reaktion wurde durch einen Farbumschlag von lila nach gelb
angezeigt.

4.4.2. Phosphatasetest (79)

Koagulasenegative Staphylokokken, die das Enzym Phosphatase
besitzen, vermdgen Phenolphtaleinphosphat zu spalten, wobei
Phenophtalein frei wird. Dieses kann mittels Ammoniak
nachgewiesen werden.

Zur Herstellung der Phosphataserohrchen wurde 11 A.dest, 5g
Peptone (Oxoid), 5g Lab Lemco (Oxoid), 5g NaCl und 10g Agar, pH
7,4, autoklaviert. Nach dem Abkuihlen auf 55°C wurden 10ml einer
1%igen Phenophtaleinphosphat-Ampulle (Oxoid SR 31) zugegeben.
Nach der Beimpfung wurden die R6hrchen 24 Stunden bei 37°C
inkubiert. Anschlieend wurde in jedes Ro6hrchen ein Tropfen
25%iger Ammoniak gegeben. Eine Rosafarbung der Kolonien galt
als positive, keine Veranderung der Kolonienfrabe als negative
Reaktion.

4.4 .3. Nitratreduktion (21)

In 5ml Bouillon (1000ml Aqua dest, 3g Lab Lemco, 5g Pepton, 1g
Kaliumnitrat) wurden einige Bakterienkolonien eingerthrt, und diese
Suspension wurde 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Dann wurden
jeweils einige Tropfen Sulfanylsaurereagenz (0,89/100ml 5n
Essigsaure) und  Naphtyl-1-aminreagenz ~ (0,59/100ml  5n
Essigsaure) zugegeben. Kam es zu einer Rotfarbung galt die
Reaktion als positiv. Blieb die Rotfarbung aus, wurden einige
Zinkspane zugegeben. Kam es nun zu einer Rosafarbung, galt die
Reaktion als negativ.
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4.4.4. Novobiocin Sensibilitatstestung (72)

Hierzu wurde die Agar-Diffusions-Methode angewandt mit
Novobiocin 5ug Testblattchen (siehe 4.5.).

4.4 5. Ureaseaktivitat (19)

Harnstoffrohrchen (Rezeptur: 10g Neutralized Soya Peptone L44
(Oxoid), 0,89 Kaliumdihydrophosphat, 1,29
Dinatriumhydrophosphat, 5,0g NaCl, 3g Hefeextrakt, 11g Agar, 15g
Harnstoff, 5,59 Glucose und 10ml Bromthymolblau 1,5%) wurden
beimpft, 24 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlie3end
abgelesen. Eine Blaufarbung des zuvor grinen Mediums galt als
positive, eine Gelbfarbung als negative Reaktion.

4.5. Bestimmung der Antibiotikaempfindlichkeit

Diese wurde mit dem Agar-Diffusions-Blattchen-Test nach Kirby-
Bauer, entsprechend dem National Committee for Laboratory
Standards (72), durchgeftihrt.

Mit der sterilen Ose wurden jeweils einige Bakterienkolonien in 1ml
0,9%ige NaCl-Loésung eingerthrt, und mit einem sterilen
Wattetupfer wurde die Suspension auf Mduller-Hinton-Platten
verstrichen. Dann wurden die Antibiotika-Blattchen mit der sterilen
Pinzette auf die Platten gelegt, und es folgte eine 24stindige
Inkubation bei 37°C. Eine Ausnahme stellte Oxacillin dar, fir
dessen Testung den Miller-Hinton-Platten 2% NaCl zugesetzt
wurde, und wo die Inkubationstemperatur 30°C betrug. Dies ist
erforderlich, da Oxacillin-resistente CNS bei einer
Bebritungstemperatur von 37°C langsamer wachsen als Oxacillin-
sensible Keime. Niedrigere  Bebritungstemperaturen  und
Kochsalzsupplementierung sind die geeignetesten Methoden, um
diesem Problem zu begegnen (104).
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AnschlieRend erfolgte die Ablesung durch Ausmessung der
Durchmesser der Hemmhofe. Eingeteilt wurde in sensibel (++),
malfig sensibel (+) und resistent (R).

Bei den verwendeten Antibiotika handelte es sich um Novobiocin
5ug (Oxoid), Ampicillin 10pug (Oxoid), Cephazolin 30ug (Oxoid),
Gentamycin 10ug (Merck), Vancomycin 30ug (Oxoid), Erythromycin
15ug (Oxoid), Imipenem 10pg (Oxoid), Fosfomycin 50ug (Oxoid),
Clindamycin 10ug (Oxoid), Ciprofloxacin 5ug (Oxoid), Fusidinsaure
10pg (Oxoid) und Oxacillin 5pg (Oxoid).

Die Stdmme wurden als resistent angesehen bei einem
Hofdurchmesser von Novobiocin <14mm, Ampicillin <29mm,
Vancomycin <11mm, Ciprofloxacin <19mm und Oxacillin <16mm.
Ab dem angegebenen Wert galten die Stamme als sensibel. Bei
den anderen Antibiotika wurde noch unterschieden zwischen
sensibel und mafig sensibel (Wert unter der ersten Zahl = resistent,
ab erster bis zur zweiten Zahl = maRig sensibel, ab zweiter Zahl =
sensibel): Cephazolin 19mm/24mm, Gentamycin 15mm/18mm,
Erythromycin 17mm/21mm, Imipenem 13mm/16mm, Fosfomycin
14mm/20mm, Clindamycin  19mm/24mm und Fusidinsaure
14mm/19mm.

Jedes Isolat wurde an einem Tag gegen alle Antibiotika getestet.

4.6. Schleimtest nach Christensen

Dieser semiquantitative Test nach der Methode von Christensen et
al. (14) diente dem Nachweis der Adharenz der Bakterien an glatten
Oberflachen. Als Positiv- und Negativkontrollen wurden die
S.epidermidis-Stamme RP62A (G.Christensen (18); ATCC 35984)
und M7 (mit Mitomycin-C behandelte Mutante von RPG62A,
Hygieneinstitut der Universitat zu Koln) verwendet.

Kunststoff-Rohrchen (Greiner) mit 5ml TSB (Trypticase Soy Broth,
Oxoid: 1000ml Aqua dest, 170g Caseinhydrolysat, 3,0g peptisch
verdautes Soyamehl, 5,0g Natriumchlorid, 2,59 Dikaliumphosphat,
2,59 Dextrose, pH7,3) wurden mit jeweils einigen Bakterienkolonien
beimpft und 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden 1:100
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Verdinnungen in TSB angefertigt, d.h. in neue Kunststoff-Réhrchen
mit 5ml TSB wurden 50ul der Bakteriensuspensionen gegeben.
200ul dieser Verdunnungen wurden in Mikrotiterplatten mit
Flachboden (Nunc) pipettiert, pro Stamm jeweils dreifach. Die
Platten wurden abgedeckt und 24 Stunden bei 37°C bebritet.

Im Anschluss daran wurden die Platten auf Zellstoff geleert, leicht
ausgeklopft und gut trocknen gelassen. Es folgte eine 30sekiindige
Farbung mit Safranin (0,1% in Aqua dest., filtriert), jeweils
200ul/Loch. Die Platten wurden wiederum auf Zellstoff geleert und
immer wieder ausgeklopft um Safraninreste zu entfernen.

Nachdem die Platten vollstdndig getrocknet waren erfolgte die
photometrische Messung im Titertek-Multiskan (range 2,0, 492nm).
Pro Stamm ergaben sich drei Werte. Es wurde jeweils der Mittelwert
der sich ergebenden optischen Dichten (OD) errechnet. Waren die
OD-Werte kleiner oder gleich 0,120, wurden die Organismen als
nicht adharent klassifiziert. Uberschritten die Werte 0,240, wurden
die Stamme als stark adharent klassifiziert. Stamme, deren OD-
Werte grofRer als 0,120 aber kleiner oder gleich 0,240 waren,
wurden als schwach adhéarent klassifiziert (16).

4.7. Untersuchung der Plasmid-DNA

Bei Patienten mit mehreren positiven Kulturen wurde von den
Stammen, die der selben Spezies angehdrten, eine Untersuchung
der Plasmid-DNA durchgefuhrt.

4.7.1. Extraktion von Plasmid-DNA

Diese wurde nach einer Modifikation der Methode von Wilson,
Totten und Baldwin (106) durchgeflhrt.

Hierzu wurde eine Ose voll Bakterien von der frischen, 24 Stunden
bebriteten Blutplatte abgenommen und in Greiner-Réhrchen mit
1ml NaCI/EDTA/Saccharose (2,5 M NacCl, 0,05 M EDTA pH 7,5, 5%
Saccharose) eingerieben. Dann wurden 150ug Lysostaphin (Sigma)
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zugegeben und alles eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschliel3end
wurden 4mg Lysozyme (Merck) zugegeben, und erneut erfolgte
eine einstindige Inkubation bei 37°C. Zur Lyse der Zellen wurden
nun 1,5ml ,Lysis mixture* (Brij-58 1%, Na-desoxycholate 0,4%,
EDTA 0,06 M, Tris 0,05 M, pH 8,0) zugegeben, und nach
mehrmaligem vorsichtigem Umkippen der Rohrchen wurden die
Lysate in Zentrifugenréhrchen umgefullt und 45 Minuten bei 4°C
und 16000 U/min zentrifugiert.

2ml des Uberstandes, der die Plasmid-DNA enthielt, wurde in neue
Greiner-Roéhrchen gefillt, und das Sediment, mit Zelltrimmern und
chromosomaler DNA, wurde verworfen. Dem Uberstand wurden je
200ug RNase (Serva) und 200ug Proteinase K (Merck) zugegeben
und alles 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe von -20°C kaltem Isopropanol. Zur Prazipitation von DNA
wurde die Mischung tber Nacht bei -20°C stehen gelassen.

Am nachsten Tag wurde das Prazipitat 20 Minuten bei 4°C und
3000 U/min zentrifugiert und anschlieBend das Isopropanol
abgesaugt. Der Bodensatz wurde in 50ul TES Puffer Il (0,03 M
Tris, 0,05 M NacCl, 0,005 M EDTA, pH 8,0) gelost.

4.7.2. Probenvorbereitung

Zur Vorbereitung der Proben wurden 25ul gewonnene Plasmid-DNA
plus 25ul Stop mix (0,035g Bromphenolblau, 16,5ml Glycerin, 3,59
SDS, mit TES aufgefllt auf 50ml) in Eppendorfhitchen geflllt. Als
Kontrollprobe wurden 15ul DNA molecular weight marker I
(Boehringer Mannheim) plus 5ul Stop mix verwendet.

4.7.3. Agarose-Gel Elektrophorese

Fur die Elektrophorese wurden Tris-Borat-EDTA-Puffer (89mM
Tris,2,5mM EDTA, 88mMBorsaure, pH8,5) und 0,8%iges ME
Agarosegel in Tris-Borat-EDTA-Puffer (1,44g Agarose auf 180ml
Puffer) angefertigt.

19



4.7.4. Sichtbarmachung der Plasmid-DNA mit Ethidiumbromid (69)

Nach dem Lauf wurde das Gel 30 Minuten mit Ethidiumbromid
(5mg/ml) behandelt und anschlieend 30 Minuten in Aqua dest.
gelegt. Im Anschluss daran wurden die Plasmid-DNA-Banden unter
der UV-Lampe sichtbar gemacht und fotografiert.

4.7.5. Auswertung

Die Plasmid-DNA-Bandenprofile der Stamme eines Kindes wurden
miteinander verglichen.

4.8. Untersuchunqg der extrazellularen Proteine (20)

Dieses Verfahren diente der Auftrennung der extrazellularen
Proteine der lIsolate. Untersucht wurden wiederum die Stdmme
einer Spezies bei den Kindern mit mehreren positiven Isolaten.

Im dichten Tragermaterial Polyacrylamid wandern bei gleicher
Ladung grof3ere Proteinmolekile langsamer als kleinere. Durch den
Zusatz von  Natriumdodecylsulfat (SDS), welches die
Ladungsunterschiede zwischen den Proteinmolekilen nivelliert,
erreicht man eine optimale Auftrennung der Proteine nach der
Molekulargrol3e.

4.8.1. Gewinnung von extrazellularen Produkten

Die Stamme wurden auf Blood Agar Base-Platten geimpft und 24
Stunden bei 37°C inkubiert. Dann wurde auf pro Stamm zwei BHI-
Platten (Brain Heart Infusion Agar, Difco) je ein autoklavierter
Dialyseschlauch (Durchmesser 67mm) gelegt. Anschliel3end wurde
je eine Ose voll mit Bakterien der 24-Stunden Stamme in je ein
Ro6hrchen mit 5ml NaCl eingerthrt und nach sorgféaltigem Mischen
gleichméafRig auf die jeweils zwei BHI-Platten abpipettiert. So wurden
die BHI-Platten nun 24 Stunden bei 37°C bebrtet.
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Am nachsten Tag wurden die Dialyseschlauche mit sterilen
Pinzetten auf den jeweiligen Plattendeckel gelegt. Fur jeden Stamm
wurde auf einen der beiden Schlauche 0,5ml 0,15 M PBS-Puffer
(75ml von Losung I: 0,03 M Dinatriumhydrophosphat 5,34g/1, 0,12 M
NaCl 7,01gl plus 25ml von Loésung Il: 0,03 M
Kaliumdihydrophosphat 4,08g/l, 0,12 M NaCl 7,01g/l; pH 7,2)
gegeben. Dieser wurde mit einem sterilen Glasspatel verteilt, dann
wurde die Flussigkeit auf den entsprechenden zweiten Deckel
abpipettiert, hier erneut verteilt und im Anschluss daran in
Eppendorfhitchen pipettiert. Diese wurden nun 4 Minuten bei 12000
U/min zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in neue
Eppendorfhitchen abpipettiert, das Sediment verworfen.

4.8.2. Materialien (61)

a) Trenngel Puffer:
18,179 1,5 M Tris
2ml 0,4% SDS
pH 8,8
mit Wasser auf 100ml aufftllen

b) Sammelgel Puffer:
6,069 0,5 M Tris
2ml 0,4% SDS
pH 6,8
mit Wasser auf 100ml aufftllen

c) Trenngel Acrylamid:
30g Acrylamid
0,8g Bisacrylamid
23,89 Glycerol
mit Wasser auf 100ml auffillen

d) Sammelgel Acrylamid:
wie Trenngel Acrylamid, jedoch ohne Glycerol
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f)

g)

h)

J)

2xProbenpuffer:

12,5ml Flllungsgel Puffer
10,0ml Glycerol

1,5ml 0,1% BPB

15,0ml 20% SDS

6ml Wasser

12%iges Trenngel:

15ml Trenngel Puffer
24ml Trenngel Acrylamid
15ul Temed

180l Ammoniumpersulfat
20,88ml Wasser

4,5%iges Sammelgel:

5ml Sammelgel Puffer
2,8ml Sammelgel Acrylamid
20ul Temed

120pl Ammoniumpersulfat
12,2ml Wasser

Elektrodenpuffer:
729 Glycin

15,59 Tris

25ml 20% SDS
4975ml Wasser
pH 8,3

Coomassie Blau Farber (Pharmacia):

Losung A: 0,2%iges Coomassie blue R250, in Methanol
gelost

Losung B: 20%ige Essigsaure in Wasser

Kurz vor Gebrauch beide Loésungen im Verhéltnis 1:1
mischen

Entfarbungslosung:
200ml Methanol
100ml Essigsaure
700ml Aqua dest.
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4.8.3. Probenvorbereitung

Zur Probenvorbereitung wurden je 100ul der so gewonnenen
Flissigkeit plus 50ul 2xProbenpuffer in neue Eppendorfhitchen
gefullt und alles bei -20°C eingefroren. Als Referenzproben dienten
10ul Low Molecular Weight plus High Molecular Weight Calibration
Kit (Pharmacia) plus 90ul Aqua dest. und 50ul 2xProbenpuffer.

4.8.4. Vorbereitung der Elektrophorese

Fur die vertikale Elektrophorese wurde zundchst das 12%ige
Trenngel vorbereitet. 27ml dieser L6ésung wurden nun pro Gel in das
entsprechende Elektrophoresegestell (Pharmacia) geflllt. Dartber
wurden je 1ml Aqua dest. gegeben. Nachdem das Gel erhartet war,
wurde das Wasser wieder entfernt.

Auf das erhartete Gel wurde nun das 4,5%ige Sammelgel gegeben.
Auf diese Schicht wurde eine Art Plastikkamm gesteckt, um spater
Taschen fur die aufzutragenden Proben zu haben.

Nachdem auch das Sammelgel erhartet war, wurde der
Plastikkamm wieder entfernt. Die so entstandenen Taschen wurden
erst halb voll mit Elektrodenpuffer gefullt, dann wurden die
inzwischen aufgetauten Proben vorsichtig ebenfalls eingefillt. Die
Vorrichtung wurde mit Elektrodenpuffer bis zum Rand voll gemacht,
mit einem Deckel geschlossen und so in die Elektrophoresekammer
gestellt, die dann zur Hélfte ebenfalls mit Elektrodenpuffer gefullt
wurde.

4.8.5. Laufbedingungen

Die Elektrophorese wurde bei 400 Volt und 11 Watt durchgefihrt.
Gestartet wurde mit 200mA. Die Laufzeit betrug ca. 3% Stunden.
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4.8.6. Fixierung, Farbung und Entfarbung der Gele

Nach der Elektrophorese wurden die Gele zur Fixierung ca. 30
Minuten in 20%ige Trichloressigsaure eingelegt und danach
zweimal kurz mit Leitungswasser abgespuilt.

Im Anschluss daran erfolgte die einstindige Farbung mit
Coomassie Blau bei 60°C im Wasserbad.

Danach wurden die Gele Uber Nacht bei Raumtemperatur in
Entfarber eingelegt.

4.8.7. Auswertung

Zur Aufbewahrung wurden die Gele in 0,7%ige Essigsaure
eingelegt, zu einem spateren Zeitpunkt wurden sie fotografiert. Die
Bandenmuster der verschiedenen Isolate eines Kindes wurden
miteinander verglichen.

4.9. Konservierung der Bakterienstamme

Zur Konservierung wurde eine Ose voll Bakterien in
Eppendorfhitchen mit Tryptic Soy Broth plus 20% Glycerin
eingerihrt und alles bei -70°C aufbewahrt.
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5. Ergebnisse

Zur Kennzeichnung der Kinder und des Herstammungsortes der
Bakterien wurde jedem Kind eine Zahl gegeben, und fir den
Herstammungsort der Bakterien wurden Buchstaben zur Abkilrzung
hinzugesetzt: U=Urin, O=0Ohr, A=Anus, N=Nase, R=Rachen,
Nb=Nabel, M=Magen, T=Trachea, DS=Drainagespitze, S=Stuhl,
B=Blut, ZVK=zentraler Venenkatheter, Pe=Perikardpunktat und
Pl=Pleurapunktat.

5.1. Patientendaten

Bei den 69 Kindern handelte es sich um 34 Madchen und 35
Jungen mit einem Alter von 1 bis 59 Tagen (Mittel 5,5 Tage) zum
Zeitpunkt der Probeentnahmen (s. Tab. 1). 27 dieser Neugeborenen
wiesen mehrere positive Isolate an verschiedenen Korperstellen
auf, und hier wurde die Krankenakte retrospektiv auf weitere Daten
untersucht.

Bei diesen 27 Kindern handelte es sich um 13 Jungen und 14
Madchen. Die Entbindung dieser Kinder erfolgte in 15 Féllen
spontan. Bei einem Kind musste eine Vakuumextraktion, bei 11
Kindern eine Sectio durchgeftihrt werden.

Die klinischen Charakteristika dieser Kinder sind in Tabelle 2
wiedergegeben. Das mittlere Geburtsgewicht lag bei 2608g
(zwischen 770g und 50409g), das mittlere Gestationsalter bei 36,7
Wochen (zwischen 29 und 41 Wochen). 11 Kinder hatten ein
niedriges Geburtsgewicht (<2500g) und 2 dieser 11 Kinder hatten
ein sehr niedriges Geburtsgewicht (<15009) (77). Ein erniedrigter
APGAR-Wert (nach 1 Min. <4, nach 5 Min. <6) wurde nur bei einem
Kind festgestellt. Die Rektaltemperatur war bei 3 Kindern erhéht
(>37,5°C), bei 2 Kindern erniedrigt (<36°C) und bei 16 Kindern im
Normbereich. Bei den restlichen 6 Kindern wurde keine Messung
vorgenommen. Der Nabelschnur-pH-Wert, der bei 17 der Kinder
gemessen wurde, lag 14 mal im Normbereich und war in 3 Fallen im
Sinne einer Azidose vermindert (<7,20). 14 der 27 Neugeborenen
mussten kurz nach der Geburt beatmet werden. Die
Beatmungsdauer lag zwischen 24 Stunden und 59 Tagen und
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betrug im Mittel 15,2 Tage. Allen 27 Kindern wurde ein vendser
Zugang gelegt. Dieser erfolgte in 20 Féllen peripher, in 6 Fallen
wurde ein ZVK und in einem weiteren Fall ein Nabelvenenkatheter
gelegt.

Seitens der Mutter lagen folgende perinatale Risikofaktoren vor: Bei
5 der 26 Miutter (bei den Kindern mit den Nummern 22 und 23
handelte es sich um Zwillinge) erfolgte der Blasensprung vorzeitig.
Hierbei war in einem Fall das Fruchtwasser blutig, und die Mutter
erhielt prophylaktisch Mezlozillin, und in einem weiteren Fall, wo die
Mutter bis zur 28. Schwangerschaftswoche Ovulationshemmer
eingenommen hatte, lag zu wenig Fruchtwasser vor. Von den ubri-
gen Mittern wurde bei einer ein Hydramnion nachgewiesen, bei
einer anderen war das Fruchtwasser grin und erbsbreiartig. Eine
Mutter war Diabetikerin, eine weitere war querschnittsgelahmt.
Letztere hatte unter der Geburt eine Temperatur von 39°C und
wurde mit Cefotaxim therapiert. In einem Fall musste wegen
schwersten Dezelerationen eine Notsectio durchgefiihrt werden.
Eine Glukokortikoidprophylaxe wurde bei insgesamt 5 Frauen
durchgefthrt.

Das Alter der Kinder zum Zeitpunkt der Probeentnahmen, d.h. zum
Zeitpunkt des Sepsisverdachtes, lag zwischen 24 Stunden und 59
Tagen und betrug im Mittel 6,1 Tage. 19 Kinder waren weniger als
48 Stunden alt und erfillten somit die Kriterien flr eine Friihsepsis,
die Ubrigen Kinder waren é&lter als 48 Stunden, was einer
Spatsepsis entsprach.

Die laborchemischen Daten der Kinder zum Zeitpunkt der
Bakterienisolierung zeigt Tabelle 1. Das C-reaktive Protein (CRP)
war bei 8 Kindern erhéht (>10mg/dl), bei den Ubrigen im
Normbereich. Bei 15 Neugeborenen lag eine Thrombopenie
(<150.000/ml) vor. Der Blutzucker lag bei einem Kind im
Hypoglykdmiebereich (<40mg/dl), die dbrigen Kinder wiesen
normoglykdmische Werte auf, und es wurden keine
hyperglykdmischen Werte (>130mg/dl) gefunden. Der | zu T-
Quotient (unreife durch Gesamt-Neutrophile) war in 17 Fallen erhoht
(>0,16). Die Leukozytenzahlen lagen bei 20 Neugeborenen im
Normbereich (zwischen >5.000/ml und <20.000/ml). Bei 7 Kindern
war sie im Sinne einer Leukozytose erhoht.
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Tabelle 1: Laborchemische Daten zum Zeitpunkt der Probenentnahme

Thrombozyten | Blutzucker Leukozyten
Alter (Tage) | CRP (mg/dl) (pro ml) (mg/dl) /T (pro ml)
1 13 <6 200.000 109 0,08 11.100
4 1 <6 136.000* 51 0,06 19.500
5 1 <6 152.000 104 0,07 8.000
6 1 <6 210.000 76 0,48* 14.300
10 1 <6 70.000* 129 0,24* 10.000
12 2 <6 136.000* 127 0,03 9.000
14 1 <6 150.000 53 0,48* 27.200*
15 3 <12<24* 100.000* 78 0,22* 19.000
16 1 <6 62.000* 76 0,40* 12.700
18 1 <6 220.000 68 0,15 22.600*
21 1 <6 70.000* 88 0,49* 8.700
22 1 <6 144.000* 64 0,49* 13.900
23 1 <6 148.000* 84 0,44* 20.100*
26 4 <6 142.000* 100 0,16 15.300
27 1 <12<24* 136.000* 41 0,26* 39.200*
28 2 <6 110.000* 88 0,16 10.900
30 1 <12<24* 108.000* 31* 0,25* 23.300*
31 1 <6 250.000 78 0,07 14.300
32 2 <24<48* 215.000 87 0,23* 15.000
35 1 <6 210.000 61 0,30* 32.900*
38 26 <24<48* 200.000 47 0,65* 11.000
40 2 <6 176.000 79 0,24* 25.000*
46 59 <96* 120.000* 64 0,25* 6.800
51 2 <6 64.000* 42 0,02 8.000
55 17 <96* 200.000 115 0,22* 17.000
58 17 <6 376.000 71 0,06 12.200
64 3 <48<96* 56.000* 58 0,24* 7.400
Zeichenerklarung: CRP=C-reaktives Protein; I/T=Unreife/Gesamt-Neutrophile;

*=pathologisch veranderter Wert
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Tabelle 2: Klinische Charakteristika

G.A.| Geb.G. | m/w | APGAR |B| Z pH | Temp. perinatale Risikofaktoren

1 39 2260 m 788 |+| P

4] 38 2290 m |[9-10-10|-| P |7,28] 37,0

5( 29 900 w 8-8-8 |+|ZVK vorzeitiger Blasensprung
blutiges Fruchtwasser
Antibiotikaprophylaxe

6] 38 3650 m [9-10-10|-| P |7,30] 36,5

10[ 40 3360 w |10-10-10| - |[NVK | 7,42 | 36,5

12[ 40 3250 m |9-10-10 |+| P |7,31| 38,1

14 41 5040 m | 6-8-10 |-| P |[7,00] 36,9

15| 31 770 w 7-8-9 |+|2ZVK|7,22| 34,5 |vorzeitiger Blasensprung

16| 35 1600 m 255 |[+| P

18| 39 3140 w 9-99 |-| P 7,32 \vorzeitiger Blasensprung

21 36 2590 m 899 |+| P |7,28]| 36,0

22| 34 1580 w 5-8-9 |+| P 36,9 |1. Zwilling

23 34 1780 w 7-8-9 |+| P |7,31] 36,6 |2.2Zwilling

26| 39 2720 w |10-10-10|-| P 7,42

27| 40 2750 w 4-89 |-| P |7,23| 36,8 |vorzeitiger Blasensprung
zu wenig Fruchtwasser
OVH bis 28. SW

28| 36 2260 w 3-7-8 |+|2ZVK 36,6 |Dezeleration im CTG

30, 35 3540 m |9-10-10 |-| P |7,49| 35,8 |Diabetes mellitus

31 37 3220 m 3-7-8 |+| P 36,4

32| 41 3750 m 7-89 |-| P |7,16| 37,6 |Fruchtwasser griin, erbsbreiartig

35| 41 3400 m | 99-10 |-| P |7,32

38| 37 2810 w | 89-10 |- |ZVK 36,8

40| 35 2600 w 899 |-| P 36,6

46( 39 3250 m | 9-10-10 |+ | ZVK 37,0 |Antibiotikaprophylaxe
Mutter querschnittsgeldhmt

51 35 2000 m 6-8-9 P 6,97 | 37,0 |vorzeitiger Blasensprung

55| 36 2800 w 6-7-9 |+|2ZVK|7,29| 36,8 |Hydramnion

58| 31 1600 w 4-7-8 P 7,37] 36,5 [2.2willing
vorzeitige Wehentatigkeit

64| 35 1500 w | 89-10 |-| P 37,8

Zeichenerklarung: G.A.=Gestationsalter in Wochen; G.Gew.=Geburtsgewicht in Gramm;
m=mannlich;

Temp.=Temperatur

w=weiblich;
in

oC:

B=Beatmung;
OVH=Ovulationshemmer;

Z=Zugang;

NVK=Nabelvenekatheter; ZVK=zentraler Venenkatheter

pH=Nabelschnur-pH;
P=peripherer Zugang;
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5.2. Ergebnisse zur Speziesdifferenzierung und zur
Charakterisierung der Isolate

5.2.1. Bakterienisolierung

Bei den insgesamt 208 Proben, die den 69 Kindern entnommen
wurden, konnten in 121 Fallen koagulasenegative Staphylokokken
nachgewiesen werden (s. Tab. 3). Die anderen Proben waren
entweder steril oder enthielten andere Keime und zwar 9M - gram
neg. Stabchen und Enterobacter cloacae, 180 - Proteus und
Enterokokken, 21N - gram neg. Stabchen, 27R - Streptokokken und
470 - Candida albicans. Bei den 121 fir CNS positiven Isolaten
handelte es sich um 19 Rachen-, 10 Nasen-, 15 Anal-, 16 Ohr-, 7
Nabel-, 3 ZVK- und 6 Trachealabstriche, 2 Abstriche von
Drainspitzen, 1 Pleura- und 1 Perikardpunktat und 16 Magensaft-
15 Urin-, 8 Stuhl- und 2 Blutproben. Aus vier dieser Isolate wurden
neben den CNS noch andere Keime isoliert und zwar Enterokokken
aus 13Nb und 54U, S.aureus aus 40R und Streptokokken aus 12M.

5.2.2. Ergebnisse der allgemeinen Charakterisierung

Makroskopisch zeigten die Kolonien eine weil3liche Farbung sowie
einen Durchmesser von 1-6mm.

Im gramgefarbten Praparat erschienen die Isolate alle als
dunkelblaue Kokken. Angeordnet waren die Bakterien meist in
Haufen. Es fanden sich aber auch Diploformen, kurze Ketten oder
einzeln liegende Bakterien.

Die Katalasereaktion fiel bei allen Reinkulturen positiv aus.

Sowohl der Staphyslide-Test als auch der ,Clumping factor® waren
bei allen Stammen negativ.
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Tabelle 3: Angefertigte Abstriche mit oder ohne Nachweis von CNS
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Zeichenerklarung: A=Anus; N=Nase; Nb=Nabel; O=0Ohr; R=Rachen; M=Magen; U=Urin;

ZVK=Zentraler

Venenkatheter,;

DS=Drainspitze;

S=Stuhl;

Pe=Perikarderguf3;

PI=Pleuraerguf}; B=Blut; +=Isolation von CNS; -=Probe steril; G=Gram negative Stéabchen;
E=Enterobacter cloacae; P=Proteus; K=Enterokokken; C= Candida albicans; a=S. aureus;
X=Streptokokken; Zeichen durch Schragstrich getrennt: zwei verschiedene Proben;

Zeichen durch Komma getrennt: Isolation von verschiedenen Keimen aus einer Probe
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Tabelle 3 (Fortsetzunqg): Angefertigte Abstriche mit oder ohne Nachweis von CNS
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Zeichenerklarung: A=Anus; N=Nase; Nb=Nabel; O=0Ohr; R=Rachen; M=Magen; U=Urin;
Pe=Perikarderguf3;
PI=Pleuraergul}; B=Blut; +=Isolation von CNS; -=Probe steril; G=Gram negative Stabchen;
E=Enterobacter cloacae; P=Proteus; K=Enterokokken; C= Candida albicans; a=S. aureus;
X=Streptokokken; Zeichen durch Schragstrich getrennt: zwei verschiedene Proben;

ZVK=Zentraler

Zeichen durch Komma getrennt: Isolation von verschiedenen Keimen aus einer Probe

Venenkatheter;

DS=Drainspitze;

S=Stuhl;
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5.2.3. Ergebnisse der Biotypisierung

Die Ergebnisse der Biotypisierung zeigt Abbildung 1. Den
Hauptanteil der Isolate stellte die Spezies S.epidermidis mit 74
(61,2%) der 121 positiven Kulturen dar, gefolgt von S.haemolyticus
mit 28 (23,2%) Isolaten. In 7 Fallen (5,8%) wurde S.hominis isoliert,
in 4 Fallen (3,3%) S.auricularis, und je einmal (0,8%) wurden
S.warneri, S.saprophyticus und S.simulans gefunden. 5 Stamme
(4,1%) waren mit dem Differenzierungsschema keiner Spezies
eindeutig zuzuordnen und wurden als nicht differenzierbare
S.spezies bezeichnet.

Die Speziesverteilung unter Mitberticksichtigung des Herkunftsortes
der Bakterien gibt Abbildung 2 wieder. Auch hier Uberwog
S.epidermidis mit Prozentzahlen zwischen 42,8 (Nabel) und 100%
(ZVK, nur 3 Isolate) aulRer bei dem Pleurapunktat (nur 1 Isolat) und
bei den Stuhlproben, wo S.epidermidis kein mal nachgewiesen
wurde. Bei diesen 8 Stuhlproben zeigte sich ein deutliches
Uberwiegen von S.haemolyticus mit 7 Isolaten (87,5%). Aus Nase,
Trachea, ZVK, Blut, Perikard- und Pleurapunktat konnte
S.haemolyticus nicht nachgewiesen werden. Bei den anderen
Herkunftsorten lagen die Haufigkeiten zwischen 16% (Rachen) und
50% (Drainspitze). Die lIsolation von S.hominis gelang nur aus
Pleurapunktat, Nabel, Trachea, Anus, Ohr und Stuhl, mit einem
Anteil zwischen 6,7% (Anus) und 100% (Pleurapunktat).
S.auricularis wurde nur aus Ohr (12,5%), Urin (6,7%) und Blut
(50%) isoliert. Die nicht differenzierbaren Stdmme stammten aus
Nase, Ohr und Anus mit einem Anteil von 10%, 12,5% bzw. 13,3%.
S.warneri wurde aus einem Rachenabstrich isoliert und machte hier
5% aus, S.simulans stammte aus einer Urinprobe und bildete hier
6,7%, und S.saprophyticus stammte aus einem Nabelabstrich und
machte hier 14,3% aus.
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Anzahl der Isolate

Abb.1: Spezieshaufigkeiten

Abb.2 Speziesverteilung unter Beriicksichtigung des Herkunftsortes

Anzahl der Isolate
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O S.auricularis
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Zum Teil wurden bei einem Kind mehrere CNS von verschiedenen
Korperstellen mit dem gleichen Differenzierungsmuster gefunden.
Dies waren im einzelnen:

- 1A und 1M (S.epidermidis)

- 16R und 16A (S.haemolyticus)

- 210 und 21A (S.haemolyticus)

- 23U, 230, 23A und 23N (S.epidermidis)

- 26N und 26R sowie 260 und 26A (S.epidermidis)

- 300 und 30N sowie 30M und 30R (S.epidermidis)

- 38R und 38N (S.epidermidis)

- 40R und 40A (S.epidermidis)

- 51M und 51R (S.epidermidis) sowie 510, 51N und 51A (S.spezies)
- und zuletzt 55B und 55ZVK (S.epidermidis).

5.2.4. Ergebnisse der Antibiotikaempfindlichkeitstestung

In den Abbildungen 3-14 sind die Ergebnisse der Antibiotikatestung
wiedergegeben.

Bei Betrachtung aller Stamme waren diese gegen im Mittel 2,7
(zwischen 0 und 8) der 12 getesteten Antibiotika resistent (s. Abb.
3). Unter Bericksichtigung der einzelnen Typen zeigte
S.epidermidis mit im Mittel 2,9 Resistenzen (zwischen 0 und 8) die
hochste Anzahl. Bei S.haemolyticus waren es im Mittel 2,5
(zwischen 0 und 6), bei S.hominis 2,3 (zwischen 0 und 5), bei den
nicht differenzierbaren S.spezies jedes mal 2,0 und bei S.auricularis
im Mittel 0,75 (1xO0 und 3x2) Resistenzen. Bei den nur einfach
isolierten Typen wiesen S.warneri und S simulans je 2 Resistenzen
auf, bei S.saprophyticus waren es 4 Resistenzen.



Abb.3: Mittlere Anzahl an Resistenzen pro Spezies
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Alle 121 Isolate waren fur Vancomycin empfindlich, ebenso fir
Novobiocin, mit Ausnahme des einen S.saprophyticus. Die
hochsten Resistenzraten lagen fir die Penizilline vor, und zwar
waren 92 Stamme (76%) fur Ampicillin und 48 Stdamme (39,3%) flr
Oxacillin resistent. Ahnliche Zahlen wie bei Oxacillin ergaben sich
fur Gentamycin (44 Stamme [36,4%] resistent, 4 [3,3%] malRig
empfindlich und 73 [60,3%] empfindlich) und Fosfomycin (45 Isolate
[37,2%] resistent, 4 [3,3%] maRig empfindlich und 72 [59,5%]
empfindlich). FUr die Ubrigen Antibiotika ergaben sich folgende
Werte: Erythromycin - 27 Stdmme (22,4%) resistent, 1 Stamm
(0,8%) maRig empfindlich und 93 Stamme (76,8%) empfindlich,
Fusidinsdure - 23 Stamme (19%) resistent, 3 (2,5%) malig
empfindlich und 95 (78,5%) empfindlich, Imipenem - 21 Isolate
(17,4%) resistent, 5 (4,1%) maRig empfindlich und 95 (59,5%)
empfindlich, Clindamycin - 15 Stamme (12,4%) resistent, 1 Stamm
(0,8%) maRig empfindlich und 105 Stamme (86,8%) empfindlich
und zuletzt Ciprofloxacin - 4 Isolate (3,3%) resistent und 117
(96,7%) empfindlich.

Bei Betrachtung des Resistenzmusters der einzelnen

Speziesgruppen fiel auf, dass nur 3 der 4 Stamme von S.auricularis
jeweils 1 Resistenz zeigten, und die war in allen 3 Féllen gegen
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Fosfomycin gerichtet. Sonst war S.auricularis gegen alle Antibiotika,
mit Ausnahme einer maRigen Empfindlichkeit fir Clindamycin, voll
empfindlich.

S.haemolyticus zeigte gegenuber dem Gesamtdurchschnitt deutlich
weniger Resistenzen bei Oxacillin (17,9% gegenuber 39,7%),
Imipenem (3,6% gegenuber 17,4%) und Gentamycin (10,7%
gegeniber 36,4%), fur Clindamycin und Fusidinsdure waren sogar
alle Stamme empfindlich, gegenuber 12,4 bzw. 19% im
Gesamtdurchschnitt.  Erwartungsgemal  war  S.haemolyticus
Uberdurchschnittlich  haufig resistent fur Fosfomycin (89,3%
gegenuber 37,2%) und Ciprofloxacin (14,3%), fur letzteres waren
alle anderen Spezies empfindlich.

Die nicht differenzierbaren Stamme zeigten nur Resistenzen flr
Ampicillin  (60% gegenuber 76% im Gesamtdurchschnitt),
Erythromycin (40% gegenuber 22,4%) und Fosfomycin (100%
gegeniber 37,2%). Fur alle anderen Antibiotika waren diese
Stadmme voll empfindlich.

S.hominis war Uberdurchschnittlich haufig resistent fir Fusidinsaure
(42,9% gegentber 19%). Fur folgende Antibiotika lag die
Resistenzrate jedoch deutlich unter dem Durchschnitt: Ampicillin
(42,9% gegenuber 76%), Oxacillin (28,6% gegenuber 39,7%),
Gentamycin (28,6% gegeniber 36,4%) und Fosfomycin (28,6%
gegenuber 37,2%).

S.epidermidis, mit der héchsten Anzahl an Gesamtresistenzen pro
Stamm, lag bei den meisten Antibiotika Uber dem
Gesamtdurchschnitt der Resistenzhaufigkeiten und zwar bei
Ampicillin  (82,4% gegeniber 76%), Oxacillin (54% gegentber
39,7%), Fusidinsdure (27% gegenuber 19%), Gentamycin (48,6%
gegenuber 36,4%), Imipenem (25,7% gegentber 17,4%) und
Clindamycin (18,9% gegenuber 12,4%). Nur bei Fosfomycin lag die
Resistenzhaufigkeit mit 10,8% deutlich unter dem Durchschnitt von
37,2%.

Abbildung 14 zeigt das unterschiedliche Resistenzverhalten der
Oxacillin-resistenten und Oxacillin-sensibelen Stdmme. Dabei ist zu
erkennen, dass die Oxacillin-resistenten Stamme auch gegenuber
den Ubrigen Antibiotika deutlich h6here Resistenzzahlen aufweisen.
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Nur gegenuber Fosfomycin Uberwiegt die Resistenzhaufigkeit bei
den Oxacillin-sensibelen Stdmmen. ErwartungsgemafR waren
samtliche Oxacillin-resistente Stamme auch gegen Ampicillin und
Imipenem resistent.

Abb.4: Ampicilin
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Abb.6: Gentamycin
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Abb.7: Clindamycin
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Abb.8: Fusidinsaure
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Abb.9: Ciprofloxacin
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Abb.10: Erythromycin
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Abb.11: Fosfomycin
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Abb.12: Cephazolin
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Abb.13: Imipenem
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Abb.14: Vergleich der Resistenzhaufigkeiten zwischen
OX-resistenten und OX-sensiblen Stammen
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5.2.5. Ergebnisse des Schleimtestes nach Christensen

Die Haufigkeiten von starker, schwacher oder nicht vorhandener
Adhéarenz aller Stdamme sowie innerhalb der einzelnen Spezies zeigt
Abbildung 15.

Der Stamm M7 als Negativkontrolle zeigte mit einem mittlerern OD-
Wert von 0,107 wie erwartet keine Adharenz, im Gegensatz zur
Positivkontrolle (RP62A), die mit einem mittleren OD-Wert von
0,958 eine starke Adharenz aufwies.

Den hochsten mittleren OD-Wert hatte mit 1,131 der S.epidermidis-
Stamm 10U, den niedrigsten mittleren OD-Wert zeigte der
S.haemolyticus-Stamm 60 mit 0,090.

Insgesamt waren 73 Stdmme (60,3%) stark, 17 Stamme (14,1%)
schwach und 31 Stamme (25,6%) nicht adharent. Die hochsten
Adhéarenzraten zeigte S.epidermidis: 54 der 74 Stamme (73%)
waren stark adharent, und nur je 10 Stamme (13,5%) waren
schwach bzw. nicht adharent. Im Gegensatz dazu uUberwogen bei
S.haemolyticus die nicht adhérenten Stamme: 13 der 28 Stamme
(46,4%) besalRen keine Adhérenzfahigkeit, 5 Stdmme (17,9%)
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waren schwach und nur 10 Stamme (35,7%) waren stark adharent.
S.hominis lag mit seinen Werten in etwa zwischen den beiden
erstgenannten Spezies. Hier waren 4 der 7 Stamme (57,1%) stark,
1 Stamm (14,3%) schwach und 2 Stamme (28,6%) nicht adharent.
S.auricularis war zu 75% (3 Stamme) stark und zu 25% (1 Stamm)
nicht adharent. Die 5 nicht differenzierbaren Stamme besalien alle
keine Adhéarenzfahigkeit. Die nur einfach isolierten Spezies
S.warneri und S.saprophyticus wiesen starke Adharenz auf, der
S.simulans-Stamm war schwach adharent.

Der mittlere OD-Wert der stark adharenten Stamme innerhalb einer
Speziesgruppe war bei S.epidermidis deutlich am hochsten. Er
betrug hier 0,825. Bei S.haemolyticus betrug er nur 0,717, bei
S.hominis 0,732 und bei S.auricularis 0,709.

Folgende Stamme, die von je einem Kind isoliert wurden und der
gleichen Spezies angehorten, wiesen jeweils eine starke
Adhéarenzfahigkeit auf: 1A/T, 10M/U, 4N/A, 16R/A, 210/A,
23U/O/AIN, 260/M/A, 28RI/T, 30R/O/M/Nb, 38R/N, 40R/A/U, 51M/R
und 55B/ZVK. Die beiden S.epidermidis-Stamme 26N und 26R
sowie die drei nicht differenzierbaren Stamme 510, 51N und 51A
zeigten keine Adharenz.

Abb.15: Schleimtest nach Christensen
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5.3. Ergebnisse zur Typisierung

5.3.1. Einleitung

Das Patientengut dieser Arbeit umfasst 69 Neugeborene, bei denen
CNS isoliert wurden. Bei 42 dieser Kinder gelang jeweils nur von
einer Korperstelle die Isolation von CNS, bei den Ubrigen 27
Kindern wurden an mehreren Korperstellen CNS gefunden. Bei 10
dieser 27 Kinder gehodrten die bei einem Kind gefundenen
Staphylokokken  unterschiedlichen  Spezies an. Bei den
verbleibenden 17 Neugeborenen stellten sich mindestens zwei bei
einem Kind isolierte CNS-Stamme, durch die oben angegebenen
Typisierungsverfahren, als zu einer Spezies gehotrend heraus.

Mit den Isolaten dieser 17 Kinder wurde zur weiteren
Differenzierung eine Typisierung nach Antibiogramm sowie eine
molekularepidemiologische Typisierung mittels einer
Plasmidprofilanalyse =~ sowie einer SDS-Elektrophorese  zur
Proteinprofilanalyse durchgefihrt.

5.3.2. Ergebnisse der Typisierung nach Antibiogramm

Das Aussehen und die Anzahl der gefundenen Resistogrammtypen
zeigt Tabelle 4.

Dabei ergaben sich fir die 41 Stamme der Spezies S.epidermidis
17 verschiedene Resistogrammtypen. 11 Typen waren nur einfach
vertreten. Der haufigste Typ war Resistogrammtyp Nr. 9. Er wurde
bei 10 Stdmmen gefunden und zeigte lediglich eine Resistenz
gegeniber Ampicillin.

Fur die 5 Stamme der Spezies S.haemolyticus ergaben sich 3
Resistogrammtypen, die 4 Stamme der nicht differenzierbaren
S.spezies lieferten 2 verschiedene Resistogrammtypen.



Tabelle 4: Aussehen und Haufigkeit der Resistogrammtypen

Spezies Resistogrammtyp|NV |AMP KZ|CN|VA| E [IPM|FOS|DA|CIP|FD|OX|Anzahl
S.epidermidis 01 ++| R [+ | R[++[++| R | R |[++|++|R|R 1
(n=41) 02 ++ | ++ [+ [+ |+ | R |+ | [ A [ 1
03 ++| R |[++|R|[++|R| R | ++ |[R|++|R|R 1
04 el I e e e B I I 8
05 ++| R [++| R|++|R| R | ++ |R | ++ |++| R 1
06 ++| R [++| R |++|++| ++ | ++ |[++ | ++ |++| R 4
07 ++| R [++|R|++|R| + | ++ | R | ++ |++| R 3
08 ++| R |[++|++|++|++| ++ | ++ |++|++ | R | R 1
09 ++| R [+ ++ |+ |[++| | || A ||+ 10
10 ++| R |[++| R |++|++| R | ++ |++| ++ |++| R 2
11 ++| R |[++|++|++|++| R | ++ |++| ++ |++| R 1
12 ++| R |[++|++|++|++| R | ++ |++|++ | R | R 1
13 ++| R [++| R |++|++| R | ++ |[++|++ | R | R 3
14 ++ | 4+ ||| || | R || || 1
15 ++| R |++|++|++|++]| ++ | ++ |++| ++ | R | ++ 1
16 ++| R |[++| R |++|R|++ | ++ |++|++ | R | R 1
17 ++| R |+|R|++|++|++| R |R | ++|++| R 1
S.haemolyticus 18 ++| R [++|++|++|++| ++ | R |[++]| ++ [++]| ++ 2
(n=5) 19 ++ | 4+ [HH [ | [ | R[] [ 1
20 ++| R [++|++|++|++| ++ | R |[++]| ++ [++]| ++ 2
S.spezies 21 ++| R [++|++|++|++| ++ | R |[++]| ++ [++]| ++ 3
(n=4) 22 ++ | 4+ [HH [ | [ | R[] [ 1

Zeichenerklarung: NV=Novobiocin; AMP=Ampicillin; KZ=Cephazolin; CN=Gentamycin;
VA=Vancomycin; E=Erythromycin; IPM=Imipenem; FOS=Fosfomycin; DA=Clindamycin;
CIP=Ciprofloxacin; FD=Fusidinsdure; OX=Oxacillin;++=sensibel; +=maRig sensibel;
R=resistent

Bei Betrachtung der Resistogramme der verschiedenen, von jeweils
einem Kind isolierten Stamme, zeigten die folgenden Stamme ein
identisches Muster:

-16R und 16A,

-210 und 21A,

-230 und 23A,

-26N und 26R sowie 26M und 26A,
-30N und 30Nb sowie 30M und 30R,
-35R und 35U,

-38R und 38N,

-51M und 51R sowie 510, 51N und 51A
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5.3.3. Ergebnisse der Plamidprofilanalyse

Diese sind in den Abbildungen 16-18 dargestellt. Die letzte Reihe
am rechten Bildrand zeigt die, hinsichtlich des Molekulargewichtes
bekannten, Referenzbanden des Lambda-DNA Molecular Weight
Markers Il, verdaut mit Restriktionsendonuklease Hind Il
(Boehringer Mannheim), die entsprechend gekennzeichnet sind. Die
jeweilige Zahl entspricht der Anzahl der Basenpaare (1 Basenpaar
= 660 Dalton) der einzelnen Fragmente.

Die 52 untersuchten Isolate wiesen im Mittel 2,83 Plasmidbanden
pro Stamm auf. Die Anzahl pro Stamm rangierte zwischen 0 und 8
Banden. Die 41 S.epidermidis-Stamme lagen mit einer mittleren
Bandenzahl von 3,0 dber der mittleren Bandenzahl der 5
S.haemolyticus-Stamme (Mittel von 2,4 Banden pro Stamm) und
der 4 S.spezies (Mittel von 2,5 Banden pro Stamm).

Es wurden sowohl Plasmide mit hohem, mit mittelhohem und mit
niedrigem Molekulargewicht, in ahnlicher Haufigkeit, gefunden.
Plasmide mit besonders niedrigem Molekulargewicht wurden bei
allen 5 Stammen des Kindes mit der Nummer 51 gefunden, das
heil3t bei 2 S.epidermidis-Stammen und bei 3 nicht differenzierbaren
S.spezies.

Mehrere Isolate eines Kindes boten ein identisches Plasmidbanden-
Muster, und zwar handelte es sich um folgende Stamme: 16A/R,
21A/0, 30M/R, 40A/R/U, 51R/M und 51A/N/O. Die Stdmme 38N
und R sowie 26A und O besalRen keine Plasmide. Zwei der
Stammparchen zeigten ein nur in einer Bande abweichendes
Muster, wobei einem der Partner jeweils eine Bande fehlte. Dabei
handelte es sich um die Parchen 5M/N und 55B/ZVK,
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Abb. 18:
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5.3.4. Ergebnisse der Proteinprofilanalyse

Die Ergebnisse dieser Elektrophorese zeigen die Abbildungen 19-
21. Die zehnte Reihe am rechten Bildrand bildet jeweils das
Proteinstandardgemisch aus Low Molecular Weight Marker (LMW)
und High Molecular Weight Marker (HMW). Die bekannten Proteine
mit dem jeweiligen Molekulargewicht sind rechts der Abbildungen
entsprechend gekennzeichnet.

Folgende Stamme eines Kindes zeigten hierbei ein identisches
Protein-Bandenmuster und erlauben somit den Rickschluss auf
einen gemeinsamen Klon: 16R/A, 210/A, 23N/U, 30R/M, 40R/U,
510/N/A und 55B/ZVK. Die Stamme 5N und 5M wichen nur in einer
Proteinbande voneinander ab, wobei der Stamm 5M ein
zusatzliches Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 90.000
besal.

Die  uUbrigen untersuchten Isolate zeigten zu grol3e

Bandenabweichungen, als dass ein gemeinsamer Ursprung
angenommen werden konnte.
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5.3.5. Zusammenfassung der Ergebnisse zur Typisierunqg

Die durchgefihrten Untersuchungsverfahren zeigten, dass einige
Stamme der 17 Kinder mit mehreren positiven Isolaten der selben
Spezies in einem oder mehreren dieser Verfahren eine identische
Reaktion lieferten. Eine Ubersicht dariiber gibt Tabelle 5.

Bei 4 dieser 17 Kinder, und zwar bei den Nummern 16, 21, 30 und
51, wurden jeweils mindestens 2 Isolate gefunden, die bei dem
Schleimtest nach Christensen sowie den 3 Typisierungsverfahren,
d.h. bei der Antibiotikatestung, der Plasmidprofilanalyse und der
SDS-Polyacrylamid Gel Elektrophorese identische Reaktionen
zeigten. Dies waren im einzelnen die Stamme 16A/R, 21A/0O, 30M/R
und 51A/N/O.

Die Isolate der Kinder mit den Nummern 15 und 32 wiesen keinerlei
Gemeinsamkeiten auf, die der Patienten mit den Nummern 4, 10
und 28 reagierten lediglich im Schleimtest nach Christensen gleich,
d.h. positiv. Die Stdmme 1A und 1M zeigten das gleiche
Zuckervergarungsmuster bei der Speziesdifferenzierung, die
Stdmme 1A und 1T beide eine positive Adharenz. Die Stdmme des
Patienten Nummer 35 zeigten bei der Antibiotikatestung beide keine
Resistenzen, reagierten bei den anderen Verfahren jedoch
unterschiedlich.

38N und R zeigten unterschiedliche Proteinprofile und besal3en
beide keine Plasmide, was einen Vergleich erschwert.

Bei den Stammen 5N und M besald der Stamm 5N eine zusatzliche
Plasmidbande und 5M drei deutlich starker ausgepréagte
Proteinbanden. Auch die Ubrigen Verfahren fielen unterschiedlich
aus.

Alle Isolate des Kindes mit der Nummer 23 (N/U/A/O) gehorten der
Spezies S.epidermidis an und waren Schleimbilder, identische
Proteine besalien jedoch nur die Stamme 23N und U. Bei der
Plasmidprofilanalyse fehlte 23N eine bei 23U vorhandene Bande.
Der Stamm 23U war im Vergleich zu 23N zusatzlich resistent
gegeniber Fusidinsaure.



Tabelle 5: Ubersicht tiber alle Verfahrensergebnisse bei den 17 Kindern mit Isolaten einer

Spezies
Biotyp Antibiot. | Plasmide | SDS-El. | Safranin | Klinik

1A ep A/M - - - AIT

1M ep

1T ep

4A ep - - - - A/N T

4N ep

5M ep - - - - -

5N ep
10M ep - - - - M/U T
10R ep T
10U ep
150 ep - - - - - T,CRP
15U ep /T
16 A haem AR AR AR AR AR T
16R haem T
21A haem AIO A/IO A/IO A/O A/O T
210 haem T
21R haem
23N ep N/U/A/O O/A - N/U N/U/A/O T
23U ep T
23A ep L
230 ep
26N ep N/R N/R - - N/R T
26R ep
26 A ep A/O M/A A/O - M/O
26 M ep
260 ep
28R ep - - - - RIT T
28T ep
30M ep M/R M/R M/R M/R M/R T
30R ep T
30N ep O/N N/Nb - - O/Nb Bz
30Nb ep CRP
300 ep L
32N ep - - - - -
32R ep
35R ep - R/U - - - /T
35U ep L
38N ep N/R N/R - - N/R /T
38R ep CRP
380 hom

Legende: ep=S.epidermidis; haem=S.haemolyticus; hom=S.hominis;

sap=S.saprophyticus; spp=S.spezies; T=Thrombopenie; L=Leukozytose; I/T=Erhéhung
des I/T Wertes; BZ=Hypoglykédmie; CRP= Erh6éhung des C-reaktiven Proteins; -=keine
Ubereinstimmung
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Tabelle 5 (Fortsetzung): Ubersicht tiber alle Verfahrensergebnisse bei den 17 Kindern mit
Isolaten einer Spezies

Biotyp Antibiot. Plasmide | SDS-El. | Safranin Klinik
40A ep AR - A/R/U R/U A/R/U T
40R ep L
40U ep
40 Nb sap
400 spp
51 M ep M/R M/R M/R - M/R T
51R ep T
51A spp AIN/O A/N/O AIN/O A/N/O AIN/O
51N spp
510 spp
55B ep B/ZVK - - B/ZVK B/ZVK T
55 ZVK ep CRP

Legende: ep=S.epidermidis; haem=S.haemolyticus; hom=S.hominis;

sap=S.saprophyticus; spp=S.spezies; T=Thrombopenie; L=Leukozytose; I/T=Erhéhung
des I/T Wertes; BZ=Hypoglykédmie; CRP= Erh6éhung des C-reaktiven Proteins; -=keine
Ubereinstimmung

Die Stdmme des Patienten mit der Nummer 26 besal3en zwar
Gemeinsamkeiten bei Speziesdifferenzierungsmuster,
Antibiotikaresistenz und Schleimtest nach Christensen, zeigten
jedoch unterschiedliche Plasmid- und Proteinprofile, bis auf 26A
und O, denen beiden jegliche Plasmidbanden fehlten.

Die 3 S.epidermidis-Stamme des Kindes mit der Zahl 40 reagierten
bei der Plasmid- und Proteinprofilanalyse sowie dem Schleimtest
nach Christensen in der selben Art und Weise, bei der
Speziesdifferenzierung jedoch nur 40A und R. Die
Antibiotikatestung lieferte fir alle drei Stamme unterschiedliche
Ergebnisse.

Die Isolate 55B und 55ZVK reagierten bis auf die Antibiotikatestung
und die Plasmidprofilananlyse identisch, wobei die Abweichung bei
den Plasmiden nur in einer zusatzlichen Bande des Stammes
55ZVK bestand, die bei der Antibiotikatestung in zwei zuséatzlichen
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Resistenzen von 55ZVK und zwar fir Erythromycin und
Clindamycin.

Aufgrund von identischen Typisierungsergebnissen ist fir die
Stamme 16A/R, 21A/O, 30M/R bzw. 51A/N/O jeweils ein klonaler
Ursprung anzunehmen. Wegen der Ubereinstimmung in der
Plasmid- und Proteinanalyse ist ein klonaler Ursprung auch bei den
Stammen  40A/R/U  wahrscheinlich.  Wegen des grof3en
Ubereinstimmungsgrades ist ein gemeinsamer Klon auch bei den
Stammen 55B und 55ZVK vorauszusetzen.

Zusammenfassend ist also davon auszugehen, dass bei insgesamt
sechs Kindern von mindestens zwei verschiedenen Korperstellen
jeweils koagulasenegative  Staphylokokken mit identischen
Typisierungsmustern mit einem hdchstwahrscheinlich gemeinsamen
klonalen Ursprung isoliert werden konnten.

5.3.6. Klinische Daten der sechs Kinder mit identischen Isolaten

Definitionsgem&l handelte es sich bei allen Kindern um
Friihgeborene (Geburt vor der vollendeten 37. SSW).

Bei den Kindern 16, 21 wund 30 traten die ersten
Krankheitserscheinungen am ersten Lebenstag auf, bei den Kindern
40 und 51 jeweils am zweiten Lebenstag, womit es sich in allen funf
Féallen um eine Frihsepsis handelte (Krankheitsbeginn innerhalb
der ersten 48 Stunden). Bei dem Kind mit der Nummer 55 zeigten
sich die Krankheitssymptome erst am 17. Lebenstag, was somit
definitionsgemal einer Spatsepsis entspricht.

Das Gestationsalter des Kindes mit der Nummer 16 betrug 35 SSW,
das Geburtsgewicht 1600g. Aufgrund einer peripartalen Asphyxie
musste eine sofortige Intubation erfolgen sowie eine anschliel3ende
Beatmung fur 20 Tage. An Aufféalligkeiten im Labor zeigte sich eine
Thrombopenie von 62.000/ml sowie ein erhdhtes I/T von 0,4.
Antibiotisch therapiert wurde zunéchst fir 11 Tage mit Mezlocillin
und Gentamycin, danach erfolgte eine Umstellung auf Cefotaxim,
Amikacin und Flucloxacillin fur weitere 18 Tage.
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Kind Nummer 21 kam in der 36. SSW mit einem Geburtsgewicht
von 2590g zur Welt. Wegen respiratorischen Anpassungsstérungen
erfolgte auch hier eine Beatmung und zwar Uber 14 Tage. Im Labor
fand sich eine Thrombopenie von 70.000/ml und eine I/T-Erh6hung
auf 0,49. Hier bestand die antibiotische Therapie aus einer
13tagigen Gabe von Mezlocillin plus Gentamycin.

Bei der Mutter des Kindes mit der Nummer 30 handelte es sich um
eine Diabetikerin, so dass ihr Kind, trotz eines Gestationsalters von
nur 35 SSW, ein relativ hohes Geburtsgewicht von 3540g aufwies.
Die Rektaltemperatur lag bei Geburt mit 35,8°C im hypothermen
Bereich. Im Labor fand sich eine CRP-Erhéhung auf >12<24mg/dI,
eine  Thrombopenie von 108.000/ml, eine Hypoglykamie von
31mg/dl, ein erhdhtes I/T von 0,25 sowie eine Leukozytose von
23.300/ml. Therapiert wurde 12 Tage lang mit Mezlocillin und
Gentamycin.

Bei Kind Nummer 40 lag das Geburtsgewicht, bei einem
Gestationsalter von 35 SSW, bei 2600g. Zur Prophylaxe eines
Atemnotsyndromes wurde von der Mutter pranatal Bethametason
eingenommen. Laborchemisch fand sich eine I/T-Erh6hung auf 0,24
und eine Leukozytose von 25.000/ml. Als Antibiose erhielt das Kind
13 Tage eine Kombination aus Mezlocillin und Gentamycin.

Bei vorzeitigem Blasensprung der Mutter wurde das Kind mit der
Nummer 51 drei Tage spater, in der 35. SSW, mit einem Gewicht
von 2000g geboren. Unmittelbar postpartal war eine kurzfristige
Intubation und Beatmung notwendig. Der Nabelschnur pH-Wert lag
mit 6,97 deutlich im azidotischen Bereich. Die Blutuntersuchung
erbrachte eine Thrombopenie von 64.000/ml. Das mit 0,77 bei
Geburt stark erhohte I/T lag einen Tag spéater, zum Zeitpunkt der
Probenentnahme, mit 0,02 wieder im Normbereich. Wie bei den
anderen Kindern bestand auch hier die Therapie aus einer
Kombination von Mezlocillin und Gentamycin und zwar tber 10
Tage.

Die Geburt des Kindes mit der Nummer 55 erfolgte in der 36. SSW,
und das Geburtsgewicht lag bei 2800g. Es lag ein Hydramnion vor,
und die Geburt erfolgte per Sectio. Pranatal wurden von der Mutter
orale Glucocorticoide eingenommen, und unter der Geburt hatte die
Mutter Fieber. Aufgrund eines erniedrigten APGAR-Wertes war
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nach der Geburt eine zweitdgige Beatmung notwendig. Des
weiteren wurde kurz nach der Geburt ein ZVK gelegt, der 17 Tage
belassen wurde und am 17. Lebenstag wegen Sepsiszeichen und
dem Nachweis von S.epidermidis wieder gezogen wurde. An
laborchemischen Sepsiszeichen wurden am 17. Lebenstag ein CRP
von >96mg/dl sowie ein I/T-Wert von 0,22 gefunden. Bei diesem
Kind war die antibiotische Therapie komplexer. Zunachst wurde 16
Tage lang Mezlozillin und Gentamycin gegeben. Im Anschluss
daran wurde fir 2 Tage Flucloxacillin gegeben sowie jeweils fir 14
Tage Cefotaxim und Amikazin. Aber erst unter der zusatzlichen
Gabe von Vancomycin kam es zur Befundbesserung.

An laborchemischen Kriterien erwiesen sich somit eine
Thrombopenie und/oder |/T-Erhéhung als am verlasslichsten,
wohingegen eine CRP-Erhohung, eine Leukozytose sowie eine
Hypoglyk&mie nur fakultativ zu sehen waren.

Unter entsprechender antibiotischer Therapie kam es in allen Féllen
zu einer Besserung der klinischen Symptomatik, und keins der
Kinder verstarb an den Folgen der Sepsis.

5.3.7. Gegenliberstellung von Spezies- und Resistenzverhalten in
den Gruppen der Kinder mit ein- und mehrfachen Isolaten

Die insgesamt 69 Kinder lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Zum
einen die 42 Kinder, bei denen nur von einer Korperstelle CNS
isoliert werden konnten (A) und zum anderen die 27 Kinder, bei
denen an mindestens zwei verschiedenen Korperstellen CNS
gefunden wurden (B).

Die Speziesverteilung innerhalb der beiden Gruppen gibt Abbildung
22 wieder. Dabei zeigt sich, dass bei den insgesamt 70 Isolaten der
Gruppe B S.epidermidis mit 65,8% deutlich Uberwiegt. Auch in
Gruppe A wurde S.epidermidis als haufigste Spezies gefunden
(52,3%), auffallend ist hier jedoch auch die hohe Anzahl von
S.haemolyticus-Stammen mit 30,9% im Vergleich zu nur 19,0% in
Gruppe B.
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Bei Betrachtung der durchschnittlichen Antibiotikaresistenzen pro
Stamm zeigt sich, dass diese in Gruppe A mit durchschnittlich 3,17
Resistenzen pro Stamm deutlich héher liegen als in Gruppe B, wo
die durchschnittliche Resistenzzahl pro Stamm nur bei 2,44 liegt.

Beziglich der Methicillin-Resistenz erwiesen sich in Gruppe A
42,8% der Stamme als Methicillin-resistent, in Gruppe B waren es
nur 35,4% der Stamme.

5.3.8. Gegenuberstellung von Spezies- und Resistenzverhalten
innerhalb der Gruppe der Kinder mit mehrfachen Isolaten

Oben genannte Gruppe lasst sich in zwei Untergruppen einteilen:
Erstens die 6 Kinder, bei denen von verschiedenen Korperstellen
identische CNS isoliert wurden und zweitens die restlichen 21
Kinder mit Isolaten von unterschiedlichen CNS.

In der ersten Gruppe fanden sich insgesamt 14 Isolate, in der 2.
Gruppe 65 Isolate. Die Haufigkeitsverteilungen innerhalb dieser
beiden Gruppen ist in Abbildung 23 dargestellt. Auffallend ist hier
das haufige Vorkommen von S.haemolyticus (28,6% versus 16,9%)
und die relativ geringe Anzahl von S.epidermidis (50% versus
69,3%) in der ersten Gruppe im Vergleich zur zweiten Gruppe.

Die durchschnittlichen Antibiotikaresistenzen pro Stamm betrugen
in Gruppe eins 2,71 Resistenzen pro Stamm, in Gruppe zwei waren
es 2,38 Resistenzen pro Stamm.

Die Anzahl von Methicillin-resistenten Stammen war in beiden

Gruppen annahernd gleich. Sie betrug in Gruppe eins 35,7% und in
Gruppe zwei 35,4%.
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Abb.22: Speziesverteilung in den Gruppen mit Ein- (A) und
Mehrfachisolaten (B)

OGruppe A (n=42)
B Gruppe B (n=79)

%

Abb.23: Speziesverteilung in den Gruppen mit identischen (1)
und unterschiedlichen (2) Isolaten
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6. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, das Besiedlungsspektrum mit CNS bei
Frihgeborenen und unreifen Neugeborenen mit Verdacht auf
Sepsis sowie das Resistenzverhalten der isolierten Bakterien zu
ermitteln und des weiteren herauszufinden, ob bei den gefundenen
Keimen klonale Identitat vorlag.

Daflr wurden von 69 Neugeborenen auf der Intensivstation der
Kolner Universitats-Kinderklinik ~ Abstriche von verschiedenen
Korperstellen vorgenommen. Bei samtlichen CNS, die isoliert
wurden, erfolgte eine Speziesdifferenzierung, eine Resistenztestung
auf 12 verschiedene Antibiotika und eine Untersuchung auf
Féahigkeit zur Schleimbildung.

Bei 42 Kindern konnten nur von einer Korperstelle CNS isoliert
werden. Bei 27 Kindern gelang jedoch die Anztichtung von CNS aus
mindestens 2 unterschiedlichen Untersuchungsmaterialien.

Bei der Speziesdifferenzierung zeigte sich dann, dass bei 10 dieser
27 Neugeborenen die bei einem Kind gefundenen CNS
verschiedenen Spezies angehdrten und ebenfalls keine weiteren
Ruckschlisse erlaubten. Bei den restlichen 17 Neugeborenen
gelang jedoch eine Isolierung von mindestens zwei CNS-Stammen
der gleichen Spezies von verschiedenen Korperstellen. Diese
Stamme dieser 17 Kinder wurden dann weiter hinsichtlich ihrer
Antibiotikaresistenzmuster, ihrer Plasmidprofile sowie ihrer
EiweiRzusammensetzung untersucht. Bei Ubereinstimmung aller
Untersuchungsergebnisse innerhalb der bei jeweils einem Kind
isolierten Stamme konnte so ein klonaler Ursprung als sehr
wahrscheinlich angesehen werden. Dies war der Fall bei 6 dieser 17
Neugeborenen.

Erst in  jingerer  Zeit  flhrten einige Untersucher
(22,25,29,38,44,65,78,107) eine Biotypisierung der bei
Neugeborenen isolierten CNS durch. In den meisten alteren Studien
wurden die  gefundenen CNS, ohne eine  weitere
Speziesdifferenzierung, unter S.epidermidis zusammengefasst. In
den meisten Untersuchungen, wo eine Biotypisierung erfolgte,
Uberwog S.epidermidis deutlich mit Prozentzahlen zwischen 36,9%
(65) und 76% (44), gefolgt von S.hominis bzw. S.haemolyticus
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(109). Andere CNS-Spezies wurden nur selten isoliert. Dies
entspricht der von Peters et al. (82) gefundenen Speziesverteilung
an Plastikisolaten. Auch die vorliegende Arbeit bestéatigt diese
Ergebnisse, wo S.epidermidis mit 61,2% deutlich Uberwog.
Auffallend war jedoch das mit 23,2% haufige Vorkommen von
S.haemolyticus, wohingegen S.hominis nur in 5,8% der Félle isoliert
wurde. In der Gruppe der 6 Kinder mit mindestens zwei identischen
Isolaten von verschiedenen Korperstellen, bei denen der Verdacht
bestand, der Sepsiserreger zu sein, fanden sich nur S.epidermidis,
S.haemolyticus und nicht differenzierbare S.spezies. Dies entspricht
den Ergebnissen von Dunne et al. (29), wo S.hominis nur in der
Gruppe der nicht infizierten Kinder isoliert wurde. Bei der
Untersuchung von Patrick (78) waren jedoch sowohl S.haemolyticus
als auch S.hominis Keime mit niedrigem pathogenem Potential im
Gegensatz zu S.epidermidis und S.saprophyticus. In einer neueren
Studie von Mehta et al. (68) war, im Gegensatz zu den bisherigen
Untersuchungen, S.haemolyticus die am haufigsten isolierte CNS-
Spezies von Hautisolaten bei kranken Neugeborenen.

Bei Betrachtung der Speziesverteilung je nach Isolationsort fiel auf,
dass in Magen und Rachen nur S.epidermidis und S.haemolyticus
in einem nahezu identischen Verhaltnis zueinander zu finden waren,
wohingegen in der Trachea kein S.haemolyticus, dafiir aber
S.hominis gefunden wurde. Bei den Nasenabstrichen fand sich in 9
der 10 Falle S.epidermidis. Im Stuhl fand sich kein einziges Mal
S.epidermidis, sondern auffallender Weise fast nur S.haemolyticus.
S.auricularis wurde insgesamt vier mal isoliert und fand sich davon
erwartungsgemald (78) zwei mal in Ohrabstrichen. Ganz
ungewodhnlich war jedoch die einmalige Isolierung aus einer
Urinprobe, sowie der einmalige Nachweis in einer Blutprobe, wo
S.auricularis normalerweise nie zu finden ist. Leider gibt es in der
Literatur bisher kaum Berichte Uber die Speziesverteilung von CNS
an unterschiedlichen Korperstellen von Neugeborenen.

Bei der Antibiotikaresistenztestung wurde das Ergebnis vieler
Untersucher, dass bisher kaum Resistenzen gegeniber
Vancomycin beobachtet wurden (7,26,48,54,66,67,74,89,118),
bestatigt, indem alle gefundenen CNS sensibel auf Vancomycin
reagierten, und somit Vancomycin das Medikament der Wahl bei
schweren Infektionen mit multiresistenten CNS ist (24,27,78,95). In
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den letzten Jahren wird jedoch Uber eine zunehmende Resistenz
der CNS auch gegenlber Vancomycin berichtet (91).

Auch eine, in der Literatur beschriebene, ausgepragte Resistenz
gegenuber der Gruppe der Penicilline (98,113), konnte in dieser
Arbeit bestatigt werden. So waren 76% der isolierten Stamme
resistent gegentber Ampicillin und 39,7% resistent gegeniber
Oxacillin. In einigen Studien lagen die Prozentzahlen noch deutlich
hoher (3,25,29,49,98,101). In einer Untersuchung von Simpson et
al. (93) waren 100% der Stdmme resistent flr Benzylpenicillin und
63% fir Methizillin. Im Vergleich zu anderen Untersuchungen (3,74)
war die Resistenzrate gegentber dem Aminoglykosid Gentamycin
mit 36,4% relativ gering. Das gleiche gilt flr Ciprofloxacin, fir das
nur 3,3% der Stamme resistent waren und zwar nur S.haemolyticus,
obwohl in letzter Zeit allgemein eine beédngstigende Zunahme einer
Resistenz der Staphylokokken gegen Chinolone beschrieben wird
(104). Typischerweise waren mit 89,3% die meisten S.haemolyticus
Stamme resistent gegentber Fosfomycin, wohingegen die tbrigen
Spezies grof3tenteils sensibel reagierten. Nach den Richtlinien des
amerikanischen National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) qilt, das bei gegen Methicillin (Oxacillin)
resistenten Stdmmen auch alle Penicilline, Cephalosporine und
Imipenem unwirksam sind (104). Auch hier zeigte sich, dass die
Oxacillin-resistenten Stamme auch gegen fast alle anderen
Antibiotika deutlich mehr Resistenzen aufwiesen (78). So waren alle
gegen Oxacillin resistente Stamme auch gegen Ampicillin resistent.
Dagegen waren in vitro jedoch nur 41,7% der gegen Oxacillin
resistenten Stamme auch resistent gegen Imipenem.

Frihere Studien berichten, dass S.epidermidis der CNS-Biotyp mit
den meisten Resistenzen ist (66), andere Studien wiederum
konnten dies nicht bestatigen (26). Auch bei uns jedoch war
S.epidermidis der Biotyp mit den meisten Resistenzen, und zwar mit
im Mittel 2,9 Resistenzen pro Stamm, im Gegensatz zu
S.haemolyticus und S.hominis mit im Mittel je 2,5 bzw. 2,3
Resistenzen pro Stamm. Bei den CNS, die bei den 6 oben
angegebenen Kindern isoliert wurden und als wahrscheinliche
Krankheitserreger identifiziert wurden, erwies sich S.epidermidis
auch als die Spezies mit den meisten Resistenzen. 5 der 7 Stamme
waren Oxacillin-resistent und hatten eine mittlere Resistenzzahl von
3,1. Die Ubrigen 7 Stdmme (S.haemolyticus und S.spezies) waren



alle Oxacillin-sensibel und lagen mit ihren mittleren Resistenzen im
Durchschnitt. Es ist einleuchtend, dass die bei S.epidermidis haufig
vorkommenden Resistenzen gegen mehrere Antibiotika, als ein
Virulenzfaktor dieser Spezies anzusehen ist. Dennoch zeigten sich
auch S.haemolyticus und die nicht differenzierbaren S.spezies , fur
die dies im vorliegenden Fall nicht gilt, als wahrscheinliche
Krankheitsverursacher.

Ein weiterer Virulenzfaktor der CNS ist die Fahigkeit zur Adhéasion
an glatten Oberflachen und die Schleimbildung (22,44). So zeigte
sich in einer Studie von Davenport et al. (23), dass die Behandlung
einer Infektion mit schleimpositiven Organismen deutlich
schwieriger war, als die einer Infektion mit schleimnegativen
Bakterien. In einigen Untersuchungen (51,78) erwies sich auch hier
S.epidermidis als die CNS-Spezies mit der hochsten Virulenz, das
heil3t mit der haufigsten irreversiblen Affinitat zu polymeren
Kunststoffoberflachen. Dies konnte von uns bestatigt werden, indem
73% der S.epidermidis-Isolate eine starke Adhasionsfahigkeit
aufwiesen, im Gegensatz zu S.haemolyticus und S.hominis mit
jeweils nur 35,7 bzw. 57,1% stark adharenten Stammen. Auch die
mitleren OD-Werte der Stamme mit starker Adhasion waren bei
S.epidermidis mit 0,8225 am hoéchsten (S.haemolyticus: 0,717,
S.hominis:0,732). Bei den 6 wahrscheinlich mit CNS infizierten
Kindern wiesen alle sieben S.epidermidis und alle vier
S.haemolyticus Stdmme eine starke Adhasionsfahigkeit auf. Nur die
drei  nicht differenzierbaren  S.spezies besal3en keine
Adhasionsfahigkeit. Das bestétigt die allgemeinen Ergebnisse, dal
krankheitsverursachende CNS zu einem grofReren Anteil Schleim
produzieren, als apathogene CNS (15,29,44,51,68). Es zeigt aber
auch, dass ebenfalls nicht schleimbildende CNS ein pathogenes
Potential besitzen kdnnen.

Die bis hierhin durchgefihrten Untersuchungen wurden zum einen
zur allgemeinen Charakterisierung der isolierten Staphylokokken
durchgefihrt, zum anderen aber auch, um einen Anhaltspunkt zu
erhalten, ob unter den bei einem Patienten gefundenen CNS Keime
eines Klons zu finden sind, denn Keime, die unterschiedlichen
Spezies angehdrten, konnten auch nicht einem Klon entsprechen.

Bei 42 Patienten wurden nur von einer Koérperstelle CNS isoliert, bei
den verbleibenden 27 Kindern fanden sich jedoch mindestens zwei
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CNS-Isolate von verschiedenen Korperstellen. Bei 17 dieser 27
Patienten fanden sich nun mindestens zwei CNS-Stamme, die einer
Spezies angehorten. Zur Abklarung der Frage nach klonaler
ldentitdt wurde mit den CNS-Isolaten dieser 17 Kinder eine weitere
Typisierung nach Antibiogramm, eine Plasmidprofilanalyse sowie
eine Proteinprofilanalyse durchgeftihrt.

Das Antibiogramm bot mit 17 verschiedenen Resistogrammtypen
bei 41 S.epidermidis-Stammen ( 5 S.haemolyticus-Stamme: 3
Muster, 4 S.spezies-Stdmme: 2 Muster) eine recht gute
Diskriminierungsrate. Bei 9 Kindern zeigten die jeweiligen Stamme
abweichende Muster. Bei den verbleibenden 8 Kindern dagegen
fanden sich in 11 Fallen mindestens 2 Stamme mit identischem
Resistogramm (s.Tab. 5). Im weiteren Verlauf stellte sich jedoch
heraus, dass bei den 11 Fallen mit identischem Antibiogramm nur 4
Féalle von klonaler Identitat vorlagen und dass bei den 9 Kindern mit
unterschiedlichen Resistogrammen in 2 Fallen klonale Identitat
vorlag.

Zur weiteren Typisierung wurde eine Plasmidprofilanalyse und eine
SDS-Elektrophorese zur Ermittlung der Zusammensetzung der
extrazellularen Proteine durchgefiihrt. Dabei zeigte sich bei den
Stammen von 11 dieser 17 Kinder ein stark voneinander
abweichendes Bild bei den beiden Elektrophoresen, so dass hier
der angenommene klonale Ursprung widerlegt werden konnte. Bei
den Stdmmen der ubrigen 6 Kinder fielen diese Untersuchungen
jeweils fast identisch aus, was einen klonalen Ursprung, durch die
Genauigkeit dieser Verfahren, so gut wie beweist. Lediglich bei 2
Kindern fanden sich leichte Abweichungen. Der Stamm 55ZVK
besal’ im Vergleich zu Stamm 55B eine Plasmidbande sowie zwei
Antibiotikaresistenzen mehr. Plasmide sind lineare oder ringférmige,
extrachromosomale DNS-Strukturen, die aktiv auf andere Bakterien
Ubertragen werden konnen (4,5,71,77,104), aber auch verloren
gehen kdnnen. In fast 90% der resistenten klinischen Isolate liegt
die Resistenz plasmidkodiert vor. So scheint auch im vorliegenden
Fall ein resistenzkodierendes Plasmid verlorengegangen zu sein.
Bei den Isolaten mit der Nummer 40 liegt ebenfalls eine Differenz im
Antibiotikaresistenzmuster vor. Da neue Resistenzen jedoch schnell
erworben  werden konnen, ist dieser Unterschied zu
vernachlassigen. Ein weiterer Unterschied findet sich hier in einer
diskreten Abweichung bei der Eiweil3elektrophorese. Da jedoch die
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Plasmidprofilanalyse so charakteristisch Ubereinstimmt, und die
Abweichung bei der SDS-Elektrophorese so gering ist, ist auch hier
ein klonaler Ursprung anzunehmen.

Die gelaufigen Methoden fur epidemiologische Studien Uber CNS
sind die folgenden (78):

- Biotypisierung

- Antibiogramme

- Serologische Typisierung

- Polypeptidanalyse mittels SDS-PAGE Technik

- Schleimproduktion

- Phagentypisierung

- Molekulare Typisierung (einschliel3lich Plasmidprofilanalyse)

Insgesamt besitzen die ublichen epidemiologischen
Typisierungsverfahren Vor- und Nachteile.

Wie von mehreren Untersuchern berichtet, besitzt die
Phagentypisierung ein relativ geringes Unterscheidungsvermogen
(4,64,77). AuBerdem wird in der letzten Zeit Uber eine zunehmende
Resistenz der CNS gegen Bakteriophagen berichtet (16,64).
Dagegen ist eine Phagentypisierung relativ einfach und schnell
durchfthrbar (77).

Fur die Durchfihrung von Antibiogrammen spricht die preiswerte
und einfache Handhabung (64). Aul3erdem erhalt man recht gute
Aussagen fur Screening-Untersuchungen (16,47,64). Wie auch
vorliegende Arbeit zeigte, reicht dieses Verfahren zur exakten
Diskriminierung jedoch nicht aus (5), da die Ergebnisse in einigen
Fallen bei wiederholter Testung nicht reproduzierbar sind, und
gleiche Antibiogramme haufig vorkommen kénnen(16,77).

Eine Biotypisierung ist einfach durchzufiihren und auch relativ
preiswert. Der Nachteil ist jedoch das nur geringe
Diskriminierungsvermdégen (5,16,47,64,76,83).

Die Testung auf Schleimproduktion ist leicht durchzufiihren. Des
weiteren handelt es sich um einen stabilen Parameter, der
aul3erdem einen Einblick in die Pathogenese der Infektion gewéahrt.
Allerdings ist die Diskriminierungsrate hier auf3erst gering (16).
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Mit der Proteinprofilanalyse mittels SDS-PAGE Elektrophorese steht
eine sehr genaue und aussagekraftige Methode zur Verfligung
(32,83). Der Nachteil besteht jedoch im hohen Kostenaufwand und
in der aufwendigen Durchfihrung.

Ebenso die Plasmidprofilanalyse ist eine recht prazise
Vergleichsmethode (4,5,77). So war dieses Verfahren bei Studien
von Archer et al. (5) und Brown et al. (10) einer Biotypisierung,
Antibiogrammen und einer Phagentypisierung deutlich tberlegen.
Jedoch auch diese Methode hat Nachteile. Besitzt ein Stamm keine
Plasmide, ist ein Vergleich nicht moéglich (4). AuRerdem konnen
Plasmide verloren gehen oder neu erworben werden (4,5,71,77).
Des weiteren beeinflussen die Extraktionsmethode sowie die
Elektrophoresebedingungen das endgultige Plasmidprofil (4).

Wie auch vorliegende Arbeit zeigte, hat jede Methode, einzeln
angewandt, einen begrenzten Aussagewert (78). Auch bestimmte
Kombinationen, wie z.B. hier Biotypisierung, Antibiogramm und
Schleimtest, fuhren nicht unbedingt zu einer genauen
Diskriminierung. Durch eine richtige Kombination dieser Techniken
kann man jedoch wichtige und genaue epidemiologische
Informationen erhalten (13,16,78,111).

Christensen et al. (16) benutzten in einer Studie vier verschiedene
Typisierungsverfahren, Etienne et al. (32) funf verschiedene
Methoden und Walcher-Salesse et al. (105) wandten sogar acht
verschiedene Typisierungsverfahren an. Die Kombinationen
erbrachten jeweils immer deutlich héhere Diskriminierungsraten als
jede Untersuchung einzeln betrachtet.

Ludlum et al. (64) benutzten als Typisierungsverfahren eine
Biotypisierung, Antibiogramme, eine Phagentypisierung sowie eine
Plasmidprofilanalyse. Einzeln  betrachtet war hier die
Unterscheidungsrate bei der Phagentypisierung mit 14% am
geringsten und bei der Antibiotikaresistenztesetung mit 58% am
hochsten. Alle vier Typisierungsverfahren gemeinsam erreichten
jedoch eine Diskriminierung von 76%.

Insgesamt wurden bei 69 Kindern mit dem klinischen Verdacht auf

Sepsis von verschiedenen Korperstellen CNS isoliert. Leider
erfolgte die Probenentnahme bei den Kindern nicht standardisiert,
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das heil3t, dass bei jedem Neugeborenen von den gleichen
Korperstellen Abstriche entnommen wurden. Dies lag in der Hand
des Krankenhausarztes. So wurden von manchen Kindern bis zu
sieben Abstriche angefertigt, von anderen wiederum nur einer. Nicht
zuletzt deswegen konnten nur bei 27 Neugeborenen mehr als
einmal CNS isoliert werden.

Eine Besiedlung von Haut und Schleimhauten mit CNS bei
Neugeborenen auf Intensivstationen vollzieht sich normalerweise
haufig und schnell (22,87,88,90,93,99). Eine Isolierung von CNS ist
daher ohne klinische Zeichen nicht mit einer Infektion
gleichzusetzen. Aber auch bei klinischem Sepsisverdacht und nur
einmaliger Isolierung eines CNS-Stammes von Haut oder
Schleimhaut, kann daher auch hier nicht der Riuckschluss gezogen
werden, der verantwortliche Sepsiserreger zu sein. Daher waren die
bei den 42 Kindern jeweils nur einfach isolierten CNS nur
interessant in Bezug auf Speziesverteilung und allgemeine
Charakteristika. Bei den Kindern mit mehreren CNS-Isolaten stand
jedoch zusatzlich die Frage im Raum, ob hier die Sepsiserreger
isoliert wurden oder nicht. Bei diesen 27 Neugeborenen wurden
dann auch die klinisch relevanten Daten zusammengestellt.

Bei 6 der Neugeborenen konnten mindestens zwei identische CNS
von verschiedenen Korperstellen isoliert werden. Bei allen 6 Kindern
handelte es sich um Friihgeborene, indem sie in der 35. bzw. 36.
Schwangerschaftswoche geboren wurden. Dies bestatigt die
Ergebnisse einiger Untersucher (35,36,37,45), dass eine
Assoziation  zwischen dem  Immundefizit von  unreifen
Neugeborenen und steigendem Infektionsrisiko besteht. In den
meisten Untersuchungen hatten die mit CNS infizierten Kinder ein
Geburtsgewicht von unter 15009 (3,28,38,62,70,101). Hier jedoch
hatten alle sicher infizierten Kinder ein Geburtsgewicht von mehr als
1500g, was zeigt, dass auch diese Gruppe von Neugeborenen noch
stark gefahrdet ist, an einer CNS-Sepsis zu erkranken.

Das Kind mit der Nummer 55 war das einzige Kind, das erst am 17.
Lebenstag Sepsiszeichen aufwies und damit den Kriterien einer
Spatsepsis entsprach. Vom ersten bis zum 17. Lebenstag hatte es
als vendsen Zugang einen ZVK. Die Isolierung der beiden
identischen S.epidermidis-Stamme erfolgte hier am 17. Lebenstag
aus einer Blutkultur sowie von der ZVK-Spitze. Die isolierten CNS
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waren starke Schleimbilder. Die Sepsiszeichen traten unter
prophylaktischer antibiotischer Therapie mit Mezlocillin bzw.
Flucloxacillin und Gentamycin auf. Erst nach Entfernung des ZVK
und ca. zehntdgiger Therapie mit Vancomycin, Cefotaxim und
Amikacin kam es zu einer Befundnormalisierung. Hier handelte es
sich also um eine, wie von mehreren Autoren beschriebene
(7,12,28,38,50,70), typische katheterassoziierte Sepsis mit
schleimbildenden CNS. Wie bei unseren Untersuchungen in vitro,
zeigten die Penicilline sowie Gentamycin hier auch in vivo keine
Wirksamkeit, was die in der Literatur beschriebene
(3,25,29,35,44,74), zunehmende Resistenzhaufigkeit der CNS
gegen diese Antibiotika bestatigt. Wie bei den meisten anderen
Studien (7,26,48,54, 66,67,74,89) zeigte sich jedoch Vancomycin,
gegen das bisher kaum Resistenzen beschrieben sind, auch hier
als wirksam.

Bei den Ubrigen 5 Kindern traten die Sepsiszeichen innerhalb der
ersten zwei Lebenstage auf, was einer Frihsepsis entspricht. Die
Kinder mit den Nummern 16, 21, 51 und 55 mussten postpartal fir
einige Stunden bis einige Tage beatmet werden. In einer Studie von
Davies et al. (25) war eine mechanische Beatmung einer der
Hauptrisikofaktoren fir Neugeborene, an einer CNS-Sepsis zu
erkranken.

In verschiedenen Untersuchungen wurde berichtet, dass an
pathologisch verdnderten Laborwerten bei CNS-Infektionen
Neugeborener folgende zu finden sein kénnen (75,86,115): CRP-
Erhéhung, Erh6éhung des I/T, Thrombopenie, Leukozytose oder
Leukopenie und Hypo- oder Hyperglykamie. Freeman et al. (41)
fanden heraus, dal3 eine Erh6hung des I/T sowie eine Erniedrigung
der Thrombozytenzahl die am haufigsten gefundenen Abnormitaten
bei Neugeborenen mit CNS-Sepsis waren. In anderen Studien
(3,90) war es die |I/T-Proportion. Dies stimmt mit unseren
Ergebnissen lberein: 5 der 6 Friihgeborenen wiesen eine Erh6hung
des I/T auf, und bei 4 Kindern lag eine Thrombopenie vor. Dagegen
kamen eine CRP-Erh6hung und eine Leukozytose nur in 2 der 6
Falle vor, eine Hypoglykamie wurde nur einmal gefunden. Unsere
Untersuchung zeigt jedoch, dass diese hamatologischen
Abweichungen, isoliert betrachtet, nur eine geringe Aussagekraft
haben. Denn 23 der 27 klinisch nachuntersuchten Kinder zeigten
laborchemische Abnormitaten und hier vor allem eine Erh6hung des
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I/T und eine Thrombopenie. Das heil3t, dass aufgrund von
veranderten Blutwerten noch lange nicht die Diagnose einer Sepsis
gestellt werden kann. Andererseits bestand bei allen 27 Kindern
klinisch der Verdacht auf Sepsis, nur konnte der verantwortliche
Erreger durch unsere Untersuchungen nicht sicher identifiziert
werden. Von dieser Seite aus betrachtet waren auch bei uns eine
Thrombopenie und eine Erhohung des /T die spezifischsten
Laborparameter, indem bei 15 der 27 Neugeborenen eine
Thrombozytopenie und bei 17 Kindern eine Erh6hung des I/T
gefunden wurde.

Insgesamt wurde seit den 80er Jahren lber eine beéngstigende
Zunahme von  CNS-Infektionen bei  Neugeborenen  auf
Intensivstationen berichtet (2,7,11,33,73). Allgemein sind diese
Infektionen jedoch, im Vergleich zu z.B. Infektionen mit
Streptokokken der Gruppe B oder E.coli, durch einen nicht
fulminanten Verlauf und nur wenige Todesfalle gekennzeichnet
(4,27,36,41,48,59,96,103). So wurden die septischen Perioden auch
bei den 6 von uns gefundenen Krankheitsfallen tberlebt. In den
meisten friheren Untersuchungen wurde die Diagnose einer CNS-
Sepsis bei  Neugeborenen  durch  Blutkulturen  gestellt
(2,3,7,13,33,38,41,44,53). Zur Zeit der Untersuchung war es
schwierig, beim Neugeborenen das fiur eine Blutkultur notwendige
Blutvolumen zu erhalten, und fir die sowieso schon geschwachten
kleinen Patienten bedeutete der Blutverlust eine zusatzliche
Belastung (40,6590,92). In vorliegender Arbeit wurde auf
Blutkulturen fast vollstandig verzichtet und stattdessen fast nur
Abstriche vorgenommen. Auf diese Art und Weise gelang immerhin
in 6 von 69 Fallen (8,7%) die wahrscheinliche Diagnose einer CNS-
Sepsis. Im Verlaufe der Sepsis konnten sich Keime eines Klones
massiv vermehren und hier an verschiedenen Korperstellen
nachgewiesen werden. Im Rahmen einer "physiologischen"
Besiedlung der Neugeborenen mit CNS, wie sie ja oft schon am
ersten Lebenstag beginnt (22,87,88,93,99), ware eine klonale
Identitdt von Keimen an verschiedenen Korperstellen sehr
ungewodhnlich. So fanden sowohl D’Angio et al. (22) als auch
Valvano et al. (99) in einer Untersuchung heraus, dal die aus dem
Blut isolierten Stamme von Neugeborenen mit Bakteriamie, mit den
von der Haut isolierten Stammen identisch waren.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden bei 69 Neugeborenen mit klinischem
Verdacht auf Sepsis von verschiedenen Korperstellen insgesamt
208 Abstriche entnommen und in 121 Proben (58,2%) CNS isoliert.
Bei diesen Stammen wurde jeweils eine Speziesdifferenzierung, ein
Antibiogramm und eine Schleimtestung durchgefihrt.

Bei der Speziesdifferenzierung dominierte S.epidermidis mit 61,2%
gefolgt von S.haemolyticus (23,2%), S.hominis (5,8%), nicht
differenzierbaren S.spezies (4,1%) und S.auricularis (3,3%).
S.warneri, S.simulans und S.saprophyticus wurden jeweils nur
einmal isoliert (0,8%).

Bei der Antibiotikaresistenztestung reagierten alle Stamme sensibel
auf Vancomycin. Ebenso wurden geringe Resistenzraten gegen
Ciprofloxacin (3,3%) beobachtet. Dagegen waren 76% der Stamme
resistent gegen Ampicillin und 39,7% gegen Oxacillin. Des Weiteren
wiesen die gegen Oxacillin resistenten Stamme auch deutlich mehr
Resistenzen gegen die Ubrigen getesteten Antibiotika auf.
S.epidermidis war die Spezies, die im Durchschnitt die meisten
Resistenzen lieferte.

Bei der Schleimtestung waren 60,3% der Stamme stark, 14,1%
schwach und 25,6% nicht adharent. S.epidermidis war die Spezies
mit den hochsten Adhasionsraten, indem 73% der Stamme eine
starke Adhésion aufwiesen, im Gegensatz zu S.hominis und
S.haemolyticus mit jeweils 57,1% bzw. 35,7% stark adharenten
Stammen.

Bei 17 der 69 Neugeborenen wurden von mindestens zwei
verschiedenen Korperstellen jeweils CNS der gleichen Spezies
isoliert. Um herauszufinden, ob die bei einem Kind isolierten
Bakterien einem Klon angehdrten, wurden zur weiteren
Differenzierung eine Typisierung nach Antibiogramm, eine
Plasmidprofilanalyse und eine Proteinprofilanalyse mittels SDS-
Polyacrylamid-Gel Elektrophorese durchgefihrt.

Bei Betrachtung aller finf durchgefiihrten Untersuchungsverfahren

zeigte sich, dass bei 6 Kindern die Ergebnisse bei mindestens zwei
Stammen nahezu identisch ausfielen. So konnte hier der
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Ruckschluss auf eine klonale Identitat dieser Stamme gezogen
werden und die isolierten CNS als wahrscheinliche Sepsiserreger
verantwortlich gemacht werden.

Die Spezies der 14 CNS-Stamme dieser 6 Neugeborenen
umfassten in 7 Fallen S.epidermidis, in 4 Fallen S.haemolyticus und
in 3 Fallen nicht differenzierbare S.spezies. 11 der 14 Stamme
besal3en eine starke Adhasionsfahigkeit, und nur die 3 nicht
differnzierbaren  S.spezies waren nicht adharent. Die 7
S.haemolyticus und S.spezies Stamme lagen mit ihrer
Resistenzhaufigkeit im Durchschnitt, nur die S.epidermidis Stamme
lagen etwas dartber.

Bei den 6 Neugeborenen mit Nachweis von Keimen eines Klones
handelte es sich jedes Mal um Frihgeborene. Alle Kinder
Uberlebten die septischen Perioden unter entsprechender
antibiotischer Therapie. Im Labor erwiesen sich eine ErhOhung der
I/T-Proportion sowie eine Thrombopenie als verlasslichste
Laborparameter. Fakultativ gefunden wurden eine CRP-Erhdhung,
eine Leukozytose und eine Hypoglykamie.
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