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Abstrakt

Ziel

Geburten vor der 37. Schwangerschaftswoche stellen in Deutschland weiterhin eine
geburtsmedizinische und neonatologische Herausforderung dar. Von diesen sind bis zu
40%  der  Fruhgeburten infektios  bedingt. Zur Identifikation  eines
Amnioninfektionssyndroms (AIS) und der beteiligten Mikroorganismen werden
routinemanig eine kulturbasierte und histologische Diagnostik durchgefuhrt. Ziel dieser
Studie ist es, ein kontaminationsarmes Studienprotokoll zu entwickeln und
anschlieend molekularbiologische Nachweismethoden (FISH, PCR) zur Detektion der
beteiligten Mikroorganismen einzufihren und die Ergebnisse mit der konventionellen

Diagnostik zu vergleichen.

Methodik

Die Studie setzt sich aus 25 Patientinnen in der AIS-Gruppe und 25 Patientinnen der
Kontrollgruppe zusammen. Zur Minimierung der mikrobiellen Kontamination wahrend
der Entnahme der Plazenta- und Eihaut-Proben nach Sectio caesarea wurde ein
Entnahmeprotokoll zur Standardisierung der Vorgehensweise entwickelt. AnschlieRend
wurden mittels 16S rRNA Sonden die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung sowie die PCR
des 16S rRNA-Gens durchgefuhrt. Zur Evaluierung dieser Methoden erfolgte der
Vergleich der Ergebnisse mit den Resultaten der kulturellen und histo-pathologischen

Untersuchungen.

Ergebnis

Die FISH und PCR konnten in vielen Fallen eine Besiedlung der Eihdute nachweisen
und die besiedelnde Spezies identifizieren. Haufig stellte dies eine Ergdnzung zur
kulturellen Untersuchung dar, die nicht zuverlassig einen Besiedlungsnachweis bei
histo-pathologisch gesichertem AIS erbringen konnte. Vereinzelt ergab sich eine durch
FISH und PCR identifizierte, mikrobielle Besiedlung, die histologisch und kulturell nicht

bestétigt werden konnte.

Schlussfolgerung
Die Ergebnisse der Studie legen nahe, dass die FISH und PCR eine wertvolle
Ergdnzung in der Diagnostik eines AIS darstellen und Hinweise auf deren

Entstehungsmechanismus liefern. Weiterhin war es mdglich, ein kontaminationsarmes
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Studienprotokoll zu entwickeln und eEPK als Werkzeug zur Prozessbeschreibung in der
medizinischen Forschung zu etablieren. Die Untersuchung der Kontrollpatientinnen
erbrachte neue Hinweise, die gegen das haufige Vorkommen Kklinisch unauffalliger
Infektionen bei normal verlaufenden Schwangerschaften sprechen.

Aufgrund der geringen Grol3e einer Probe ist es mdglich, dass mitunter besiedelte
Areale nicht erfasst wurden. Eine Weiterfuhrung der Untersuchungen an zusatzlichen
betroffenen Patientinnen ist notwendig, um die Ergebnisse zu verifizieren und ein

besseres Verstandnis der Pathogenese des AIS zu entwickeln.

Abstract
Aim of the study

Preterm birth is still an obstetrical and neonatological challenge in Germany. 40% of
these deliveries are induced by infectious agents. The identification of chorioamnionitis
and the causing microorganisms is currently obtained by culture-based methods and
histological diagnosis. The objective of this study is to originate a contamination-free
study protocol as a basis to analyse samples taken from the amniotic membrane and
the placenta. Results derived from sample analysis through moleculobiological methods

(FISH, PCR) are matched against conventional diagnosis.
Methods

The study population consists of 25 inpatients with chorioamnionitis delivering via
secondary Caesarean section and 25 inpatients that delivered by a planned Caesarean
section. A standarised extraction protocol has been developed to minimise microbial
contamination during sample acquisition after the Caesarean section. The following
working steps included Fluorescence-in-situ-hybridisation with 16S rRNA-probes and
RT-PCR of the 16SrRNA-gene. The results of the moleculobiological based methods

have been compared to the results of culture-based and histological methods.
Results

FISH and PCR identified a microbial colonisation of the amniotic membrane and the
precise species. This is a useful supplement to culture-based methods since those were

not able to detect a microbial colonisation in a histological ensured chorioamnionitis.
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Occasionally, FISH and PCR detected a microbial infection that could not be verified by
culture-based and histological methods.

Conclusion

The results of this study suggest that moleculobiological methods are valuable additions
in the diagnostic process of chorioamnionitis. They provide new indications of the
formation and origin of chorioamnionitis that leads to a better understanding of this
medical condition. Furthermore, we were able to provide a standardized contamination-
free study protocol and implemented eEPK as a medical process description notation.
Additionally, we demonstrated the absence of microbial invasion in normal gestations.
The limitations of this study are the small number of inpatients and the limited number of
samples derived and analysed from each patient. Further studies are required to verify
the obtained results.
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Abkturzungsverzeichnis

AIS - Amnioninfektionssyndrom

MIAC - microbial invasion of the amniotic cavity,
mikrobielle Invasion der Amnionhdhle

PPROM - preterm premature rupture of membranes,
vorzeitige unreife Ruptur von Membranen

BV - Bakterielle Vaginose

IUD - Intrauterine Device,
Intrauterine Einheit zur Verhitung

FISH - Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

PCR - polymerase chain reaction,

Polymerase-Ketten-Reaktion

RT-PCR - realtime polymerase chain reaction,

Echtzeit Polymerase-Ketten-Reaktion

CRP - C-reaktives Protein

SSW - Schwangerschaftswoche
IL-6 - Interleukin 6

IL-8 - Interleukin 8

WHO - World Health Organisation,

Weltgesundheitsorganisation

DNA - Desoxyribonukleinséaure
rDNA - ribosomale Desoxyribonukleinsaure
eEPK - erweiterte ereignisgesteuerte Prozesskette
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1 Einleitung

1.1 Relevanz des Amnioninfektionssyndroms im klinischen Alltag

Eine der Hauptursachen fiir Geburten vor der 37. Schwangerschaftswoche in
Deutschland™? sind intrauterine Infektionen®. Fiir die in diesem Kontext geborenen
Kinder besteht ein erhéhtes Risiko, direkte oder indirekte Folgen dieser frihen Geburt
zu erleiden, zu denen unter anderem das Atemnotsyndrom, Hirnblutungen und
neurologische Defizite gehoren®. Uberleben diese Kinder die direkten Folgen der zu
frihen Geburt, bendtigen sie haufig weitere, intensive Unterstiitzung im Lauf ihres
Lebens'. Die Kosten dieser Folgen tragt meist die Gesellschaft, in der sie leben®”.

Ungeachtet der Tatsache, dass verschiedene Erklarungsansatze fir die Entstehung
einer klinisch manifesten Amnioninfektion existieren, sind die klinischen Anhaltspunkte
nicht immer vorhanden und teilweise unspezifisch. Als diagnostische Kriterien fur ein
Amnioninfektionssyndrom (AIS) haben sich eine Leukozytose, CRP-Erh6hung, Fieber
sowie maternale und fetale Tachykardie in Kombination mit einem vorzeitigen
Blasensprung oder einer vorzeitigen Wehentatigkeit erwiesen. Erst durch die
postpartale histologische Untersuchung von Plazenta und Eihduten wird die
Verdachtsdiagnose des AIS bestétigt oder widerlegt. Eine kalkulierte antibiotische
Behandlung und effektive préapartale Betreuung ist daher sowohl fir die maternale, als
auch die fetale Prognose entscheidend. Daflr ist es notwendig zu wissen, welche

Mikroorganismen als Ausloser fir eine intrauterine Infektion infrage kommen.

Die klassische Nachweismethode einer Infektion nach einem friihzeitigen Blasensprung
oder vorzeitigen Wehen ist ein vaginaler Abstrich und die darauf folgende Anlegung
einer Erregerkultur. Das Problem bei der Anlegung von Bakterienkulturen aus diesen
Abstrichen ist die schwierige Kultivierung anaerober Bakterien sowie das schlechtere
Wachstum der meisten Bakterienspezies in Reinkulturen. Ebenso ist eine
Differenzierung zwischen pathogenen Erregern und Standortflora schwierig. Durch die
Untersuchung vieler in den Kérper eingebrachter Implantate ist bekannt, dass Bakterien
Biofilme, definiert als Lebensgemeinschaften von Mikroorganismen, gebunden an eine
Oberflache®, bilden und dadurch eine, auch unter Antibiotikatherapie, erhthte
Uberlebenswahrscheinlichkeit besitzen’. Mittels neuer molekularbiologischer Methoden

wie der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist es mdglich, diese Biofilme sichtbar zu
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machen®. Zusatzlich ist es méglich, dass durch die Anwendung von Techniken zur
Amplifikation von Nukleinsauren kulturell nicht nachzuweisende Bakterien dargestellt
werden. Diese schon etablierten Techniken konnen auch in der Geburtsmedizin
angewendet werden. Im Rahmen eines publizierten Case-Reports wurde der Nachweis
eines Biofilms in der Amnionhéhle einer Patientin erbracht’. Ebenso gibt es zahlreiche
Hinweise auf vaginale Biofilme'®*. Die Schwierigkeit der Anwendung dieser Techniken
in der Geburtsmedizin liegt in der Erzielung verlasslicher Ergebnisse anhand der
Untersuchung von Plazenta und Eihauten, da bei der Geburt Kontaminationen durch die
vaginale Standortflora entstehen.

Ziel der Arbeit

Zur Erweiterung bisheriger Erkenntnisse Uber das Keimspektrum beim
Amnioninfektionssyndrom sollen daher in dieser Arbeit moglichst kontaminationsarme
Methoden zur Probenakquise entwickelt und geeignete mikrobiologische Verfahren zur
Erregerdiagnostik angewendet werden. Basierend auf den Ergebnissen, soll beurteilt
werden, wie geeignet die angewendeten Methoden =zur Klarung diverser

Fragestellungen, das Amnioninfektionssyndrom betreffend, sind.



1.2 Grundlagen
1.2.1 Fruhgeburtlichkeit

Frihgeburtlichkeit ist aktuell eine der Hauptursachen fur die Sterblichkeit von Kindern
unter 5 Jahren®. Die WHO definiert eine Friihgeburt als jede Geburt vor Vollendung der
37. Schwangerschaftswoche oder weniger als 259 Tage seit dem ersten Tag der letzten
Periode der betroffenen Frau'. Zu frilh Geborene haben ein erhéhtes Risiko, im
klinischen Verlauf zu versterben oder lebenslange korperliche/intellektuelle
Einschrankungen davonzutragen. In Deutschland liegt die Frihgeborenenrate bei
8,9%" und unterscheidet sich damit nur wenig von den Daten weltweit (11,1%)".

Frihgeburten werden anhand der vollendeten Schwangerschaftswoche in drei Gruppen
eingeteilt: extreme Frihgeburt (unter 28 SSW), sehr friih Geborene (28 bis 32 SSW)
und spate Fruhgeburt (32 bis 37 SSW). Diese Einteilung ist insofern relevant, da sich
mit steigendem Schwangerschaftsalter des Fetus die gesundheitlichen Risiken
verringern®. Ebenso héngt die Gesundheit des Kindes von der Ursache der verfrithten
Entbindung ab. Auch diese wird in drei Gruppen eingeteilt: spontane Frihgeburten
(50%), Beendigung der Schwangerschaft wegen maternaler oder fetaler Indikationen
(30%) und vorzeitigen Blasensprungs (20%)*. Spate Frilhgeburten machen insgesamt
einen Anteil von 70% an der Gesamtgruppe der Friihgeburten aus und weisen einen

14, Trotzdem ist auch bei

geringeren Anteil an der Gesamtmortalitdt und -morbiditat au
dieser Gruppe das Risiko fur eine neonatale Beeintrachtigung, im Vergleich zu
Neugeborenen am Termin, erhéht'*. Neben der finanziellen Belastung durch neonatale
Intensivbetreuung wird eine engmaschige weiterfihrende gesundheitliche Betreuung
bendtigt.

Die Rate der Frilhgeburten der letzten Jahre ist konstant geblieben® und zwingt die
medizinische Forschung, Losungsansatze zu entwickeln um dies langfristig zu andern
und mittelfristig Strategien zu entwickeln, die gesundheitlichen Beeintrachtigungen der

Kinder aufzufangen.

1.2.1.1 Risikofaktoren fir eine Frihgeburt

Die Grunde fur das Auftreten von Friihgeburten sind zahlreich und kénnen nicht anhand
eines singularen Ereignisses in der Schwangerschaft erklart werden. Vielmehr ist es
eine Kombination mehrerer Faktoren, die als Ergebnis eine zu frihe Geburt zur Folge

haben. Die wichtigsten Risikofaktoren fir eine Frihgeburt wurden jedoch anhand



zahlreicher Beobachtungen ermittelt und schlieen erhohtes maternales Alter,
Ernahrungssituation, multiple Schwangerschaften, Rauchen, vorangegangene
Friihgeburten, eine verénderte Vaginalflora und akute Infektionen ein>*®. Wie diese
Risikofaktoren im Einzelnen zur Pathogenese einer spontanen Friihgeburt oder eines
PPROM (preterm premature rupture of membranes) beitragen, ist grol3tenteils
unbekannt'* und Gegenstand aktueller Forschung.

1.2.1.2 Pathogenese der Frihgeburt

Eine Hypothese besagt, dass eine entziundungsvermittelte Deziduaaktivierung eine
zentrale Rolle spielen konnte'®. Infektionen, Entziindungen oder Hamorrhagien
aktivieren das maternale und fetale Immunsystem, dadurch ausgeschuttete Chemokine
und Zytokine induzieren ihrerseits Prostaglandine, Metalloproteasen und andere
Enzyme'®. Die Prostaglandine regen den Uterus zur Kontraktion an, wohingegen die
Metalloproteasen beginnen, die Eihdute (Amnion mit dinn ausgezogenem Teil des
Chorion) zu zersetzen, was zur Ruptur ebenjener fiihrt™®. Die Metalloproteasen greifen
ebenso das Kollagen der Zervix an und fuhren zu einer Verkiirzung der Zervix, um das

Durchtreten des Kindes durch den Geburtskanal zu ermdglichen.

Ebenso ist es moglich, dass die Reaktion des Fetus auf eine Infektion selbst die
Frihgeburt induzieren kann. Verschiedene Studien legen nahe, dass ein erhdhter
fetaler Cortisolspiegel eine Reaktion auf proinflammatorische Zytokine bzw. die
generelle Anwesenheit von Mikroorganismen sein kann *"*8. Es zeigte sich, dass dieser
eindeutig mit dem IL-6- und IL-8- Spiegel korrelierte®®. Weiterhin wurde angenommen,
dass das fetale Cortisol Prostaglandine stimuliert und die Wirkung des Progesterons als

schwangerschafterhaltendes Hormon hemmt *” und dadurch eine Frithgeburt auslést.

Bei beiden Theorien spielen Infektionen und assoziierte Entziindungsreaktionen eine
zentrale Rolle. Durch erregerkulturelle Untersuchungen des Fruchtwassers wurde
ermittelt, dass 25-40% der Frithgeburten durch Infektionen ausgeltst werden®. Diese
Infektionen innerhalb des Uterus finden zwischen dem maternalen Gewebe und den
fetalen Membranen, in den fetalen Membranen (Chorioamnionitis) selbst, in der
Plazenta (Villitis), in der Amnionflissigkeit (Amnionitis), in der Nabelschnur (Funisitis)
oder im Fetus selbst statt. Da die Relevanz einer Infektion als Ausléser einer spontanen
Frithgeburt oder eines PPROM*® auRer Frage steht, gilt es zu klaren, wie die Bakterien

Zugang zur Fruchthohle bekommen und um welche Bakterien es sich hierbei handelt.
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Abbildung 1: Mégliche Infektionswege einer intrauterinen Infektion*®

Abbildung 1 zeigt folgende Mdglichkeiten eines Zugangs:

1. eine aszendierende Infektion Uber die Vagina und die Zervix

2. eine hdmatogene Streuung uber die Plazenta

3. eine akzidentelle Einbringung zum Zeitpunkt einer invasiven Untersuchung, zum
Beispiel einer Amniozentese

4. eine retrograde Infektion tiber die Eileiter aus dem Abdomen *3.

Den haufigsten Infektionsweg stellt die aszendierende Infektion dar*®. Der Zeitpunkt der
Kolonisation ist bisher unbekannt, kénnte aber frith in der Schwangerschaft liegen und
Uber Monate unentdeckt bleiben. Ebenso ist eine Besiedlung vor der Schwangerschaft
denkbar, da in einer Studie bei Patientinnen mit bakterieller Vaginose (BV) dieselben

20 ynd somit

Bakterien in Kulturen des Endometriums nachgewiesen werden konnten
eine intrauterine Infektion ohne das Bestehen einer Schwangerschatft vorliegt. Aufgrund
dieser Entdeckung ware es also moglich, dass die bakterielle Besiedlung im Uterus
bereits zum Zeitpunkt der Konzeption besteht”. Viele Infektionen des oberen

Genitaltrakts bleiben asymptomatisch. Fraglich ist nun, weshalb die intrauterine



Infektion erst in der Schwangerschaftsmitte symptomatisch wird. Folgende zwei

Erklarungsansatze liegen hierzu vor:

Wahrend der Entwicklung des Embryos wachst die Amnionhohle in die Chorionhéhle
hinein. Am Ende des dritten Monats ist das Wachstum so ausgedehnt, dass die
Chorionhoéhle durch das Amnion vollstandig ausgefullt wird, dieses auf dem Chorion zu
liegen kommt, Amnion und Chorion miteinander verschmelzen und die sogenannten
Eihdute bilden. Durch die gesamte Ausdehnung der Embryonalanlage zu diesem
Zeitpunkt trifft das Chorion laeve auf das Endometrium der gegeniberliegenden
Uterusseite, die Decidua parietalis, und verschmilzt mit ihr. Zu diesem Zeitpunkt ist das
Uteruslumen vollstandig ausgefiillt?*. Daraus folgend, kann sich durch das dichte
Zusammenliegen der Membranen und der Dezidua ein Abszess entwickeln, wenn die
bei der Konzeption vorhandenen Bakterien nicht rechtzeitig vom maternalen
Immunsystem zerstort wurden. Aufgrund dessen konnen die Patientinnen
symptomatisch werden und die Situation kann in einer spontanen Frihgeburt oder
einem PPROM eskalieren 3. Zerstért das maternale Immunsystem die im Uterus
vorhandenen Bakterien rechtzeitig, entwickeln sich kaum oder nur selten erneut

Infektionen, solange die Eihaute intakt bleiben.

Eine alternative Hypothese besagt, dass der Fetus nur mit einem funktionierenden
Immunsystem in der Lage ist, entsprechend auf eine ihn betreffende oder umgebende
Infektion zu reagieren und die nétigen Zytokine oder Hormone auszuschutten, die fahig
sind, die Geburt zu initiieren *°. Die Hamatopoese des Fetus findet bis zur 12. Woche in
der Leber statt, ebenso die Bildung weilRer Blutzellen. Daher entwickelt sich rund um
diesen Zeitpunkt ein fetales Immunsystem, das zunehmend leistungsfahiger wird und

aktiv werden kann.

Vermutlich liegt die Erklarung des Zeitpunktes der Frihgeburt in der Kombination beider
Hypothesen.

Es gibt verschiedene diagnostische Ansatze, um eine drohende Frihgeburt zu
erkennen. Vorzeitige Wehen sind ein haufiges Symptom und erfordern weitere
Untersuchungen, um das Frihgeburtsrisiko einzuschatzen. Das in diesem
Zusammenhang wissenschaftlich am intensivsten untersuchte Kompartiment ist das

Fruchtwasser, da dieses den Fetus vollstandig umgibt.
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Abbildung 2: Marker einer intrauterinen Infektion in der Schwangerschaft™

Goldenberg et al. erstellten im Jahr 2000 eine Ubersicht an beobachteten
Infektionsmarkern im Fruchtwasser, der Zervix/Vagina und dem Serum. Anhand von
Abbildung 2 ist erkennbar, dass eine intrauterine Infektion diverse Veranderungen in
verschiedenen Kompartimenten verursacht. Im Fruchtwasser sind Bakterien,
verminderte Glucosewerte, eine erhohte Anzahl wei3er Blutzellen und héhere
Konzentrationen verschiedener Zytokine als bei nicht infizierten Frauen nachweisbar.
An der Zervix oder in der Vagina konnen die gleichen Zytokine wie in der
Amnionflussigkeit nachgewiesen werden, da sie allgemeine Marker fir Infektionen
darstellen. Zusatzlich ist Interleukin-8 nachweisbar, das als Chemokin fungiert.
Ausschliel3lich das erhodhte fetale Fibronektin zeigt jedoch eine drohende Frihgeburt
an. Es ist anzunehmen, dass durch die intrauterine Infektion die &ufRerste Eihaut
rupturiert, wodurch dieses Protein in die Vagina gelangen kann?. Da dies nur die
auRere Membran betrifft, ist kein Nachweis von Fruchtwasser zu erbringen, die das
Ereignis zu diesem Zeitpunkt als PPROM markieren wirde. Im Serum der betroffenen
Patientinnen sind, neben den ebenso im Fruchtwasser und dem vaginalen Abstrich
vorhandenen G-CSF, TNF-a und IL-6, ein erhéhter CRP- Spiegel nachweisbar. In der
Kombination mit vorzeitigen Wehen sind all diese Marker in den drei Kompartimenten

Vorboten einer drohenden Frithgeburt durch eine Infektion'®. Da eine Amniozentese als
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invasive Diagnostik nicht routinemafig durchgefihrt wird, sind nur die Serummarker im
klinischen Alltag relevant. Leider zeigen diese allein lediglich eine unspezifische
Entziindungsreaktion. Dies zieht im klinischen Alltag die Verdachtsdiagnose des AIS
anhand unspezifischer Entzindungszeichen wie Fieber, maternaler und fetaler
Tachykardie, Leukozytose und CRP-Erhéhung nach sich. Die weitere Diagnostik
beinhaltet Abstriche zur Anlegung einer Erregerkultur und die prophylaktische Gabe von

Cefuroxim und Metronidazol, um mégliche Infektionserreger zu behandeln.

Da der haufigste Infektionsweg die aszendierende Infektion darstellt, ist es notwendig
zu verstehen, welchen Einfluss die Vaginalflora auf die Entstehung einer intrauterinen

Infektion hat.

1.2.1.3 Einfluss der Vaginalflora

Milchsaurebakterien sind die dominierende Spezies der postpubertaren humanen
Vaginalflora. Lactobacillus spp. nutzen das vorhandene Glykogen, um Milchs&aure zu
produzieren, die verantwortlich fur das relativ saure Milieu der Vagina mit einem pH-
Wert von etwa 4,5 ist. Dies hemmt das Wachstum potenziell pathogener
Mikroorganismen. Zusatzlich wird von einigen Laktobazillen Wasserstoffperoxid
gebildet, das sich als toxisch fir andere Mikroorganismen erwiesen hat und das
Auftreten einer bakteriellen Vaginose vermindert 2. Die Gruppe der Lactobacillaceae ist
gro3 und umfasst eine Vielzahl grampositiver Bakterien. Die haufigsten, in der
Vaginalflora auftretenden, sind L. jensenii, L. gasseri, L. iners und L. crispatus®?, jedoch
ist niemals ausschlief3lich nur eine Spezies vorhanden. Die normale bakterielle Flora ist
vom Lactobacillus-dominierenden Typ'!. Weiterhin existiert eine Intermediarflora, die
einen Wechsel von einer normalen Flora zur bakteriellen Vaginose oder zurlick
kennzeichnet™. DefinitionsgemafR ist die Intermediarflora charakterisiert durch die
reduzierte Anzahl an Laktobazillen, gemischt mit anderen Morphotypen®. Die anormale
bakterielle Flora wiederum ist entweder durch anaerobe Uberwucherung (bakterielle
Vaginose), durch aerobe Bakterien wie E. coli und B-Streptokokken (aeorbe Vaginitis)
oder durch eine Mischung beider Besiedlungstypen gekennzeichnet.

Solange die Funktion der Vaginalflora bestehen bleibt, kann bei gesunden Frauen auch
eine andersgeartete Zusammensetzung der Vaginalflora vorkommen. Beispielsweise
wurden Atopobium, Megasphaera und Leptotrichia als alternative

Milchsaureproduzenten nachgewiesen, die das Okosystem dominierten®.



Die Beschaffenheit der Vaginalflora etabliert sich in der Pubertat und bleibt meist bis
zum Eintritt der Menopause bestehen?. Trotzdem unterliegt die Zusammensetzung
einer gewissen Dynamik. Anhand einer Untersuchung von 33 Frauen im
reproduktionsfahigen Alter konnte nachgewiesen werden, dass in der Mehrheit der
Probandinnen Veranderungen in der relativen Zusammensetzung der Spezies Uber
einen Zeitraum von 16 Wochen stattfand %’. In einigen Fallen erfolgte auch ein Wechsel
der gesamten Population, der Uber einen langeren Zeitraum persistierte und in einem
neuen Zustand des Gleichgewichts im vaginalen Okosystem resultierte®’. Faktoren, die
diese Veradnderungen hervorrufen konnen, werden aktuell untersucht. Mdgliche
Einflussfaktoren sind hormonelle Fluktuationen, sexuelle Praktiken, Haufigkeit des
Geschlechtsverkehrs, Intimduschen oder die Nutzung anderer Hygieneprodukte?’.
Veranderungen der Vaginalflora, die mit einer Uberwucherung eines zur normalen Flora
gehdrenden Bakteriums oder einer Zunahme dessen Virulenz einhergeht, kann in der
Entwicklung einer bakteriellen Vaginose (BV) resultieren®. Ob eine Erkrankung eintritt,
hangt jedoch immer von der Interaktion zwischen bakterieller Virulenz, numerischer
Dominanz und der angeborenen und erworbenen Immunreaktion des Wirtes ab®. Im
Rahmen einer BV werden durch die Anlegung von Erregerkulturen diverse Spezies
identifiziert, die haufig nicht Bestandteil des gesunden vaginalen Okosystems, aber der
Intermediarflora sein kénnen'!. Dazu gehéren Mycoplasma hominis, G. vaginalis,
Mobiluncus spp.?®, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia tracomatis und andere gram-
negative Stabchen'!. Die Intermediarflora kann aber, im Gegensatz zu einer BV, nicht
signifikant mit einem nachteiligen Schwangerschaftsergebnis korreliert werden?®.
Dementsprechend scheint nicht das Vorkommen potenziell pathogener Bakterien wie
M. hominis fir eine Infektion ursachlich zu sein, sondern die absolute Abwesenheit von
Laktobazillen wie im Fall einer BV¥®. Erschwerend kommt hinzu, dass etwa die Halfte
der Frauen mit einer anormalen Vaginalflora asymptomatisch bleiben oder nur milde
Symptome entwickeln, die sie nicht zu einem Arztbesuch zwingen. Zu einer
aszendierenden Infektion, ausgehend von einer BV, kommt es in solchen Fallen, in
denen das Immunsystem einer betroffenen Patientin hyporeagibel und daher nicht in
der Lage ist, eine groBe Anzahl an Bakterien zu bekampfen®. Eine klinisch manifeste

intrauterine Infektion ist die Folge®.



1.2.2 Nachweis einer intrauterinen Infektion

Eine Mdoglichkeit, eine intrauterine Infektion direkt nachzuweisen, ist die Untersuchung
von Amnionflussigkeit. Im Rahmen mehrerer Studien wurde den Patientinnen unter
sterilen Bedingungen per Amniozentese oder wahrend der Sectio caesarea
Fruchtwasser entnommen und weiterfiihrend untersucht®2°. In einigen Studien standen
Patientinnen mit PPROM im Vordergrund, andere untersuchten die mikrobielle
Besiedlung bei intakten Membranen.

Die AmnionflUssigkeit wurde mittels Bakterienkulturen und PCR auf das Vorhandensein

von Mikroorganismen untersucht®?3°

. Die qualitative Analyse mittels konventioneller
PCR beruht in den meisten Fallen auf der Anwendung von Breitspektrum 16S rDNA
Primern und gruppenspezifischen Primern (z.B. Candida spp.)*’. Weiterhin wurde zur
quantitativen Analyse die RT-PCR herangezogen®. Anhand dieser Methoden konnte
nachgewiesen werden, dass eine mikrobielle Invasion der Amnionhohle (MIAC
microbial invasion of the amniotic cavity) bei einem PPROM in anné&hernd der Halfte
aller untersuchten Patientinnen nachweisbar war, jedoch haufig nur mittels PCR und
nicht in der Kultur®®. Weiterhin wurden Spezies nachgewiesen, die vorher noch nicht in
Fruchtwasser nachweisbar waren, oder Spezies, die mit dem Gastrointestinaltrakt
assoziiert sind*®. Ebenso gab es einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
Candida spp. und einem IUD; eine MIAC bei PPROM war assoziiert mit einer fetalen
Immunreaktion und einem nachteiligen Schwangerschaftsergebnis®. Auch fiir nicht
bakterielle Spezies wurde der Nachweis geflihrt: Candida spp., Archaea, Protozoen
(Toxoplama gondii, Trypanosima cruzi etc.) und Viren (Adenoviren, Enteroviren, CMV,
Eppstein-Barr-Virus, RSV)®*.
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Abbildung 3: Nachweis der Haufigkeit der anhand von PCR entdeckten Bakterien in der
Amnionflissigkeit (A) alle in Studien ermittelten Bakterien bei Frauen mit vorzeitigen
Wehen, aber intakten Eihduten, (B) alle in Studien ermittelten Bakterien (vorkommend bei

2 oder mehr Frauen) bei Frauen mit PPROM*

Abbildung 3 fuhrt alle bisher mittels PCR identifizierten Bakterien auf, die bei
Patientinnen mit vorzeitigen Wehen oder PPROM nachweisbar waren®®. Anhand dieser
ist festzuhalten, dass in der Mehrzahl der Falle bei einem PPROM Ureaplasmen
nachweisbar waren, die haufig Bestandteil der Intermediarflora, also einem
Ubergangszustand zur BV oder zuriick, sind**=°.

Eine weitere Mdoglichkeit, eine intrauterine Kolonisation festzustellen, ist die
Untersuchung der fetalen Membranen, also der Eihaute. Eine Studie aus dem Jahr
2009 nutzte ebenfalls zur qualitativen Analyse die konventionelle PCR mit 16S rDNA
Primern sowie zur quantitativen Analyse RT-PCR , um an den Eihduten die Art der
bakteriellen Besiedlung zu identifizieren®. Die Proben wurden unter sterilen
Bedingungen nach einer Sectio caesarea oder einer vaginalen Geburt gewonnen,
wobei bei letzterer die oberste Schicht des Amnions entfernt wurde, um eine
Oberflachenkontamination zu vermeiden®’. Die Plazenta wurde im Anschluss zur
histopathologischen Untersuchung weitergeleitet®’. In 55% der Patientinnen mit

PPROM und einer Sectio caesarea konnte bakterielle DNA nachgewiesen werden.
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Dies unterschied sich nicht signifikant von der Gruppe, die nach einem PPROM vaginal
entband (70%)*’. Die am haufigsten identifizierte Spezies war hierbei, wie auch bei
Untersuchungen an der Amnionflissigkeit, Ureaplasma spp., genauer Ureaplasma
parvum. In sich unterscheidender Haufigkeit bei der vaginalen Gruppe und der Sectio
ceasarea-Gruppe fanden sich ebenfalls Strep. mitis, Fusobacterium spp., Strep.
agalactiae und Ureaplasma urealyticum®’. Die Diversitat der Bakterien bei der vaginalen
Entbindung war deutlich gréRer®”.

Eine andere Studie aus dem Jahr 2008 untersuchte das Choriongewebe von extrem
frihgeborenen Kindern (23. bis 27. SSW) und identifizierte mittels Kultur und PCR oben
genannte und weitere Bakterien wie Corynebakterien, Mycoplasmen, Propionibakterien,
Prevotella bivia etc®.

1.2.3 Pathologie der Plazenta beim Amnioninfektionssyndrom
Makroskopisches Erscheinungsbild (nach Harris, 1988):

Die Frihgeborenen- Plazenta ist kleiner und leichter als eine reife Plazenta. Bei einer
lang andauernden intrauterinen Infektion erscheinen die oberflachlichen Membranen
gelblich. Der Grund hierflr ist die leukozytare Invasion des Gewebes. Weiterhin ist es
moglich, dass sich die Eihdute nicht glatt und glanzend, sondern eher rau darstellen.
Besteht eine Infektion durch anaerobe Bakterien, ist es moglich, dass die Plazenta
fotide riecht. Die Rander der Plazenta kbnnen hamorrhagisch unterlaufen imponieren,

was einen Hinweis auf eine Deziduitis darstellt*°.
Mikroskopisches Erscheinungbild:

Im Gewebe ist mikroskopisch eine Invasion polymorphkerniger Leukozyten erkennbar.
Eosinophile Granulozyten sind vereinzelt in lang andauernden intrauterinen Infektionen
nachweisbar. Die Leukozyten wandern aus zwei Bereichen ein: dem intervilldésen Raum
(maternal) und den fetalen Blutgefaf3en. Bis zur 20. Woche erfolgt die Wanderung der
Leukozyten ausschlieBlich aus den maternalen BlutgefaRen hin zum Ort der
Entziindung. Sobald das Immunsystem des Fetus in der Lage ist, selbst kompetente
Leukozyten zu produzieren, beteiligt sich dieser daran*’. Im Fall eines ausgepragten
Amnioninfektionssyndroms ist das Epithel des Amnions haufig degeneriert oder
nekrotisch®*. Weiterhin treten vereinzelt Thrombosen der UmbilikalgefaBe** sowie

Thrombosen der Choriongefal3e auf. Letztere zeigen sich héaufiger bei langer
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andauernden Infektionen, beginnend in der Intima der Gefal3e nahe des Amnions, und

breitet sich kontinuierlich aus™.

Stadieneinteilung

Maternale Stadien:

Tabelle 1: Histologische Stadieneinteilung des maternalen AIS nach Holzman et al. 2007

Stadium

Charakteristika

Beschreibung

1

Wenigstens ein mikoskopisches Sichtfeld
mit mehr als 10 polymorphkernigen
Leukozyten im subchorialen Fibrin, aber

nicht im Chorion oder Amnion

Akute Chorionitis

Polymorphkernige Leukozyten im Chorion
der Plazenta oder extraplazentaren Chorion
mit oder ohne Amnion, aber keine
leukozytare Karyorrhexis oder

nekrotisierende Entziindung

Akute Chorioamnionitis

Polymorphkernige Leukozyten im Chorion
der Plazenta und/oder extraplazentaren
Chorion und Amnion mit Karyorrhexis

und/oder nekrotisierender Entziindung

Nekrotisierende

Chorioamnionitis

Fetale Stadien:

Tabelle 2: Histologische Stadieneinteilung des fetalen AIS nach Holzman et al. 2007

Stadium | Charakteristika

1 Wenigstens ein mikroskopisches Sichtfeld mit polymorphkernigen
Leukozyten in den fetalen GefalRen des Chorions der Plazenta, aber
nicht den UmbilikalgefaRen

2 Polymorphkernige Leukozyten in Umbilikalgefal3en, begrenzt auf die
GefalRwand

3 Polymorphkernige Leukozyten in den UmbilikalgefaBen und der

Wharton’schen Sulze
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Eine weitere Einteilung umfasst den Grad der Infiltration des Gewebes mit

polymorphkernigen Leukozyten:

Tabelle 3: Einteilung der Schweregrade des AIS nach Holzman et al. 2007

Grad Anzahl Leukozyten / mikroskopisches Sichtfeld
1 1 bis 10

2 11 bis 30

3 31 bis 100

4 >100
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1.3 Fragestellung

Anhand der erfolgten Einfihrung und der erlauterten Problematik von Frihgeburten und

mikrobiellen Infektionen als wichtigen verursachenden Faktor ergeben sich einige

Fragen, deren Beantwortung Ziel der AlS-Studie und dieser Arbeit sind.

1.

Wie kann eine kontaminationsarme oder, im besten Fall, kontaminationsfreie
Plazenta- und Probenentnahme strukturiert werden?

Welche Moglichkeiten gibt es, die erforderlichen Arbeitsschritte einer
medizinischen Studie darzustellen und eine einfache Reproduzierbarkeit der
Studienergebnisse zu gewahrleisten?

Zeigen sich Uberhaupt signifikante Unterschiede zwischen Patientinnen mit AIS
und der ausgewahlten Kontrollgruppe?

Finden sich durch den zusétzlichen Einsatz anderer Nachweismethoden wie der
FISH und PCR andere Keimspektren?
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2 Methodik

2.1 Studienpopulation und Einschlusskriterien

Es wurde eine prospektive kontrollierte Studie durchgefiihrt. Der Studieneinschluss
sowie die Probenentnahme erfolgten in der Klinik fuir Geburtsmedizin, Charité Campus
Mitte, Berlin. Eine Zustimmung der Ethikkommission der Charité (EA/043/13) zum
Studienprotokoll lag vor.

Fur die Fallgruppe wurden 25 Patientinnen Uber einen Zeitraum von 17 Monaten
eingeschlossen, die zwischen der vollendeten 24.SSW und vor Vollendung der
37. SSW standen. Diese wurden Uber das Ziel der Pilotstudie informiert und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis zur Probenentnahme und —untersuchung.
Eingeschlossen wurden alle Patientinnen, die in oben genanntem Zeitraum vorzeitige
Wehen entwickelten oder einen vorzeitigen Blasensprung aufwiesen sowie per
sekundarer Sectio entbanden. Zusatzlich wurden bei der Auswahl die Ergebnisse des
Infektlabors, also CRP-Erhéhung und Leukozytose sowie die klinische Symptomatik
(Fieber, Tachykardie) der Patientin berucksichtigt.
Als Kontrollkollektiv untersuchten wir die Plazenten und Eihaute von 25 Patientinnen,
die ohne Komplikationen in der Schwangerschaft nach der 37. SSW per primérer Sectio

entbanden.
2.2 Voraussetzungen zur Entwicklung eines Entnahmeprotokolls

Bei der Untersuchung der bakteriellen Kolonisation an Eihauten und Plazenta besteht
die Herausforderung darin, die Proben sicher steril zu gewinnen. Nur so ist
gewahrleistet, dass diese ohne Kontamination evaluiert werden koénnen. Dies setzt
voraus, dass ausschlief3lich Patientinnen als Probandinnen infrage kommen, die nicht
vaginal, sondern per Sectio caesarea entbinden. Somit kann eine Beeintrachtigung der
Proben durch die Vaginalflora minimiert werden. Anschliel3end ist eine weiterfihrende
sterile Behandlung der Plazenta essenziell.

Auch muss die Wahrscheinlichkeit einer Uberwucherung der darauf vorkommenden
Bakterien bis zum Zeitpunkt der Probenentnahme so gering wie mdglich bleiben. Daher

ist die Plazenta, nachdem diese sich vom Uterus geldst hat, in einen sterilen Behalter
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zu Uberfuhren und anschlielend bis zur Probenentnahme kihl zu lagern. Der Zeitraum

bis zur Probenentnahme muss so begrenzt wie moéglich sein.

Wurde ein Entnahmeprotokoll entwickelt, sollte dieses von allen Akteuren penibel
eingehalten werden, damit der Vorteil der detaillierten Ausarbeitung aller Arbeitsschritte
nicht verloren geht. Es muss zu jeder Tages- und Nachtzeit und im Rahmen jeder
Arbeitsbelastung identisch durchgefiihrt werden kénnen. Daher ware es sinnvoll, den
Ablauf mit jedem wichtigen Arbeitsschritt grafisch darzustellen.

2.3 Einfihrung eEPK

Um die ausgewahlten und verwendeten Methoden Uubersichtlich und verstandlich
darzulegen, wurde die Darstellung mittels erweiterter ereignisgesteuerter Prozessketten
(eEPK) gewahlt. eEPK ist eine grafische Modellierungssprache*, die urspriinglich zur
Darstellung von Ist — und Soll- Zustdnden u.a. in Geschaftsprozessen entwickelt wurde.
Die relevanten Merkmale der eEPK ist die grafische Darstellung der zu einem Prozess
zugehdrigen Funktionen und deren zeitlich-logischer Abfolge**. Dies gewahrleistet in
vorliegendem Fall, dass jeder einzelne Schritt des Prozesses der Ergebnisgewinnung
innerhalb der Studie nachvollzogen werden kann. Dadurch soll jederzeit die externe,
experimentelle  Uberprifung der ermittelten Resultate ermoglicht  werden.
Da die gewahlte Darstellung in der medizinischen Literatur nicht gebrauchlich ist und
daher nicht davon ausgegangen werden kann, dass die Bedeutung der Diagramme

allgemein bekannt ist, folgt eine kurze Einfuhrung in eEPK.

Einer der wesentlichen Vorteile eines eEPK-Modells ist die Ubersichtliche Darstellung
komplexer Strukturen und Ablaufe. Hierbei ermdglicht diese eine schnelle, verstandliche
Sicht Uber die Gesamtstruktur, die zum raschen Verstandnis des Arbeitsprozesses
insgesamt beitragt. Es ist immer ersichtlich, welcher Arbeitsschritt in welchem Ergebnis
mundet und welche Organisationseinheit die Verantwortung tragt. Zudem gewahrleistet
die schrittweise Darstellung, dass jederzeit ersichtlich ist, bei welchem Arbeitsschritt
Optimierungen noétig oder zusatzliche Untersuchungen mdoglich sind. Der Nachtell
hierbei ist allerdings auch, dass durch die nétige Abstraktion in Detailfragen
Informationen verloren gehen konnen, die jedoch durch eine erganzende Erklarung
eines beiliegenden Textes wieder zur Verflgung stehen.

Bereits erwdhnt wurde das zentrale Merkmal der eEPK, die grafische Darstellung der zu

einem Prozess gehérigen Funktionen in zeitlich-logischer Abfolge**. Diese Abfolge ist
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an bestimmte formale Regeln geknupft, die sowohl die Art der Darstellung betreffen, als
auch die Abfolge der Elemente innerhalb eines Prozesses. Die wesentlichen Elemente,
die auch im vorliegenden Fall von zentraler Bedeutung sind, sollen in der folgenden
Tabelle erklart werden.

Tabelle 4: Beschreibung der Notationselemente eines eEPK nach Scheer et al. 1997

Notationselement Beschreibung

—>Ausldser fur eine bestimmte Funktion
oder
—>erreichter Status nach einem Vorgang

—>stellt einen Ablauf oder Auftrag dar
—>dieser braucht ein vorgelagertes Ereignis, um ein
gewilnschtes, definiertes Ergebnis zu erzielen

—>steht immer zwischen zwei Ereignissen

—>Darstellung einer Person oder Gruppe, die flr eine

\/L Drganisanon;?\ Funktion verantwortlich ist

i
einheit
P

- abstrakte Funktion

\ - ahnliches Element wie Funktion; komplexe

P fad o }
rozesspTa Handlungsabfolge, die in einem spéteren eEKP

e —

genauer dargestellt wird
- zeigt den Zeitpunkt im Gesamtablauf des Prozesses

an

-> logischer Operator

) -> verbindet Funktionen und Ereignisse
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2.4 Gesamtibersicht der Methodik

Patientin untersuchen
und auf
Studientauglichkeit
prikfen

Kind wird entbunden
und Plazenta steril
entnommen

Proben entnehmen
und Untersuchungen
durchfilhren

Abbildung 4: Gesamtiubersicht der Arbeitsschritte
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Abbildung 4 enthalt eine Ubersicht aller fir den Studienablauf erforderlichen
Arbeitsschritte. Diese sind sowohl fiir die Fall- als auch fur die Kontrollgruppe gleich.
Das Ausgangsereignis ist die Ankunft einer schwangeren Patientin im Krankenhaus.
Folgend werden bei ihr Untersuchungen zur Gesundheit und zum Status der
Schwangerschaft durchgefuhrt und entschieden, ob eine stationare Aufnahme
erforderlich ist. Ebenso wird die Eignung der Patientin fur das Studienkollektiv Gberpruft.
Im Fall eines Ausschlusses verbleibt die Patientin in der Klinik, wird aber im
Zusammenhang mit der Studie nicht weiter betrachtet.

Erflllt die Patientin die Einschlusskriterien, wird deren Kurve markiert und der Kklinische
Verlauf beobachtet. Tritt der Fall ein, dass die Patientin einer Sectio caesarea
unterzogen werden muss, wird das Kind entbunden und die Plazenta steril entnommen
und kurzfristig gekuhlt verwahrt. Sofern dies erfolgt ist, konnen Proben und Abstriche
unter sterilen Bedingungen entnommen und anschlielend an die untersuchenden
Institutionen verschickt werden. Sind die Untersuchungsergebnisse fertiggestellt,
werden diese durch das Studienteam evaluiert und die Ergebnisse flie3en in die Studie

ein.
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2.5 Auswahl der Patientinnen

2.5.1 Auswahl der Patientinnen der AIS-Gruppe

Patientin ist ins
Krankenhaus
gekommen

Patientin wird A g
untersucht

A

Patientin [st
stationar
aufgenommen

h.

Patientin wird auf
Studientauglichkelt geprift :
<37 SSW, vorzeitiger
Blasensprung / vorzeitige
Wehen,
Entzlindungsanzeichen

h
: it Patientin erfullt
studientauglich p
Kriterien nicht und
und ihre Kurve >
wurde markiert rd ausgeschlosse

Abbildung 5: Auswahl der Studienpatientinnen des Fallkollektivs

Abbildung 5 beschreibt die notwendigen Schritte zur Auswahl der geeigneten
Studienteilnehmerinnen.

Erreicht eine Patientin die Aufnahme des Krei3saals, wird diese vom Aufnahmeteam
untersucht, welches aus Hebammen und Arzten des an der Studie beteiligten
Krankenhauses besteht. Anhand der erhobenen Untersuchungsergebnisse entscheidet
sich, ob die Patientin stationar aufgenommen wird. Ist dies der Fall, pruft das
Studienteam der AIS-Studie, bestehend aus einer Doktorandin(l.S.), einer
Assistenzarztin(D.vS.) und einer Oberarztin(A.T.), die erhobenen Daten der Patientin.
Liegt die Schwangerschaftsdauer unter der 37. SSW, sind ein vorzeitiger Blasensprung
oder vorzeitige Wehen urséachlich fur die Aufnahme und bestehen anhand eines
angeforderten Blutbildes Anzeichen einer unspezifischen Entzindung, ist die Patientin
fur die Studie geeignet. Daraufhin wird die Kurve der Patientin mit einer Markierung

versehen, die die betreuende Hebamme auffordert, das Studienteam im Fall einer
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Sectio caesarea zu benachrichtigen. Treffen die oben genannten Kriterien nicht zu, wird

die Patientin von der Studie ausgeschlossen.

2.5.2 Auswahl der Patientinnen der Kontrollgruppe

h 4

Patientin st zur
primaren Sektio

Patientin wird auf
Tauglichkeit zur
Aufnahme in die

Kontrollgruppe
dberprift

Aufnahme in die

h 4

Patientin wird
Gber die Studie
aufgeklirt

Abbildung 6: Auswahl der Studienpatientinnen der Kontrollgruppe

Abbildung 6 zeigt den Arbeitsablauf zur Akquierierung der Kontrollpatientinnen. Diese
erscheinen zur Durchfihrung einer primaren Sectio am Tag der geplanten Entbindung
und werden vom behandelnden Arzt, der meist auch die Operation durchftihren wird,
untersucht. Wurde die Patientin stationar aufgenommen, Uberprift das Studienteam, ob

ein  unauffalliger Schwangerschaftsverlauf vorlag und die Patientin die
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37. Schwangerschaftswoche vollendet hat und somit das Kind nicht mehr zu den
Frihgeborenen nach WHO-Klassifikation zahlt. Erfullt die Patientin die Kriterien nicht,
wird sie von der Studie ausgeschlossen. Erflllt die Patientin die Kriterien, wendet sich
vor der Entbindung ein Mitglied des Studienteams an die Patientin und klart sie Uber
Ziele und Ablauf der Studie auf. Stimmt sie der Teilnahme zu, wird sie in die Studie
eingeschlossen und der Arbeitsablauf ist ab sofort der gleiche wie der der AIS-Gruppe.
Willigt die Patientin nicht in die Teilnahme ein, wird sie von der Studie ausgeschlossen.

2.6 Arbeitsablauf der Probenakquise

A

\

Studienteam wird
telefonisch Ober Sectio
caesare und sterile
Entnahme der Plazenta
Informlert

Patientin Ober
Studie aufkiaren
und Einwilligung
einholen

(

Studienteam ‘

Studienteam
trifft im
KreiBsaal ein

Plazenta wird auf sterile
Unterlage Uberflhrt und
begutachtet

Studienteam

Abbildung 7: Probenaquise Teil 1
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Proben
werden
untersucht

\_I_l

Abbildung 8: Probenaquise Teil 2
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Abbildung 7 und 8 stellen die Arbeitsablaufe zur Probengewinnung dar.
Die sterile Entnahme erfolgte in Rahmen des normalen Operationsablaufes nach der
Abnabelung des Sauglings. Die Plazenta wurde nach der Lésung, wobei bestenfalls auf
eine manuelle LOsung verzichtet wurde, entnommen wund in ein steriles
Aufbewahrungsbehaltnis gelegt und dieses verschlossen. Anschlie3end verblieb die
Plazenta bis zum Zeitpunkt der Probenentnahme bei 4°C gekuhlt im Kreif3saal.

Wurde die Plazenta erfolgreich steril entnommen, informieren die Hebammen
telefonisch das Studienteam uber die sekundare Sectio und die erfolgreiche Entnahme.
Die Patientin wird Uber den Zweck der Studie aufgeklart und ihre schriftliche
Einwilligung zur Teilnahme eingeholt. Dies erfolgt durch ein Mitglied des Studienteams.
Anschliel3end wird die Plazenta auf eine sterile Unterlage tberfiihrt und makroskopisch
auf Auffalligkeiten untersucht. Wahrend dieses Arbeitsschrittes werden die
Probenentnahmestellen festgelegt. Da vornehmlich die Eihdute als &aulRere
Schutzbarriere des Kindes zu untersuchen sind, werden die Proben bei einer
makroskopisch unauffélligen Plazenta verteilt entnommen, aus mindestens drei deutlich
raumlich voneinander getrennten Abschnitten. Erscheint ein Bereich suspekt, also
deutlich rauer und weniger glanzend bzw. gelblich-grtnlich belegt, wird mindestens eine
Probe dort entnommen. Die Auswahl der Entnahmestellen der Plazenta erfolgt nach

dem gleichen Schema, wobei an der Plazenta weniger Proben untersucht werden.

Im Verlauf des gesamten Arbeitsablaufes bleibt die Plazenta steril, da in einem
separaten Raum ausschlie3lich mit sterilen Handschuhen, Mund- und Haarschutz
sowie mit sterilen Entnahmesets, bestehend aus einer Schere und Pinzette, gearbeitet
wird. Abbildung 9 und 10 stellen exemplarisch die Probenentnahmestellen sowie deren
Markierung nach Abschluss der sterilen Arbeitsschritte dar. I, 1l und Il markieren die
Entnahmestellen der Eihaut, die gezielte rdumliche Verteilung der Entnahmestellen ist

erkennbar.
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B .

Abbildung 9: Markierte Probenentnahmestellen an Eihaut

a2

¥
N £
N, Pae

Abbildung 10: Markierte Probenentnahmestellen des Plazentagewebes

Markierung IV kennzeichnet die Entnahmestelle des plazentaren Gewebes.
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Folgende Proben werden zur weiterfihrenden Untersuchung im Biofilmzentrum

entnommen:

1. das distale Ende der Nabelschnur
2. Proben der Eih&ute aus suspekten Bereichen und/oder gleichméfRig verteilt
3. Proben der Plazenta aus suspekten Bereichen und/oder gleichmalig verteilt

Diese werden in separate Falcon-Tubes mit FISH-Fixierlésung, bestehend aus
Formaldehyd und Ethanol, uberfuhrt. Sie missen bis zur Untersuchung im
Biofilmzentrum des Deutschen Herzzentrums bei 4°C gekuhlt gelagert werden.
Anschliel3end wird ein Abstrich auf Bakterien, Erreger und Resistenz und ein Abstrich
auf Chlamydia trachomatosis durchgefuhrt. Sobald diese Arbeitsschritte abgeschlossen
sind, werden die Entnahmestellen der Eihaut- und Plazentaproben nummeriert und
fotodokumentiert. Die Plazenta ist in einen Transportbehélter zu Uberfihren, mit
4%iger Formaldehydlosung zu fixieren und zur pathologischen Untersuchung
anzumelden.

Sind die Proben, Abstriche und die Plazenta selbst gesichert und fir den Transport
vorbereitet, werden diese verschickt. Die Proben in FISH-Fix werden in das
Biofilmzentrum des Deutschen Herzzentrums versandt, die Abstriche gelangen in das
Labor Berlin und die Plazenta wird vom Hol- und Bringedienst der Charité in die
Pathologie transportiert.

Im Biofilmzentrum werden die Proben mittels PCR und FISH untersucht, deren
Arbeitsschritte in einem nachfolgenden Abschnitt detailliert dargelegt werden. Das
Labor Berlin legt Bakterienkulturen an und begutachtet diese entsprechend Verfahren
der Routinediagnostik. Das Institut fir Pathologie der Charité fertigt Paraffinschnitte der
Plazenta und Eihdute an und beurteilt diese im Hinblick auf ein abgelaufenes
Entziindungsgeschehen.

Sind alle Untersuchungsergebnisse fertigstellt, werden diese vom AIS-Studienteam
evaluiert und flieBen in die Studie ein. Dieses Protokoll durchliefen in seiner Gesamtheit

sowohl die Plazenten der Fall-, als auch der Kontrollgruppe.
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2.7 Floureszenz-in-situ-Hybridisierung zur Visualisierung von Mikroorganismen

Die FISH ist ein wertvolles diagnostisches Hilfsmittel zur Sichtbarmachung von
Mikroorganismen auf Oberflachen und im Gewebe. Mittels fluoreszenzmarkierter
Sonden ist es moglich, intakte Zellen zu detektieren und, je nach Spezifitdt der Sonde,
eindeutig einer Spezies zuzuordnen. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die Sonden
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen versehen werden kdnnen und dadurch auf
einer Probe mehrere Ziele innerhalb eines Hybridisierungsvorganges markiert werden.
Eine typische Oligonukleotid-FISH-Sonde besteht aus 15 bis 30 Basenpaaren und ist in
ihrer Beschaffenheit abh&ngig von den Anforderungen an Spezifitat, Sensitivitdt und der
Penetrationsfahigkeit des Gewebes®. Die schnellste und einfachste Methode ist die
direkte Markierung der Sonden mit einem Fluoreszenzfarbstoff. Hierbei werden an das
5-Ende einer Oligonukleotidsequenz die Farbstoffe befestigt. Im Fall dieser Studie
handelte es sich um Flourescein-5-Isothiocyanat (FITC). Das Uubliche Ziel einer FISH-
Sonde ist die 16S rRNA, da diese ein phylogenetischer Marker ist und eine grof3e
Anzahl an Kopien in den Zellen vorliegt®.
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Abbildung 11: Arbeitsschritte der FISH-Diagnostik
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Abbildung 11 zeigt die Arbeitsablaufe einer typischen FISH-Prozedur. Folgende

Schritte sind hierbei notwendig, um ein verwertbares Ergebnis zu erzielen:

1. Fixierung der Mikroorganismen

2. Vorbereitung der Probe, einschliel3lich notwendiger Vorbehandlungen

3. Hybridisierung mit den passenden Sonden, um die richtigen Zielsequenzen zu
erreichen

4. Waschen der Proben, um ungebundene Sonden zu entfernen

5. Fixierung, Visualisierung und Dokumentation der Ergebnisse®

Die entnommenen Proben bleiben fir mindestens 24 Stunden im FISH-Fix und werden
anschlieBend in Methacrylat eingebettet und geschnitten. Um eine erfolgreiche
Hybridisierung durchfihren zu kénnen, ist es im Hinblick auf Gram-positive Bakterien
notwendig, eine Vorbehandlung durchzufuhren. Diese ermdglicht das Vordringen der
FISH-Sonde zur 16S rRNA. Fur Streptokokken und Enterokokken wird Lysozym
verwendet, bei Staphylokokken ist zusétzlich Lysostaphin notwendig®.

20ul vorgewarmte Hybridiserungslosung, gemischt mit 5 pmol der jeweiligen bendtigten
Oligonucleotidsonde, werden auf die Gewebeschnitte aufgetragen. Die standardmalig

verwendeten Sonden im vorliegenden Fall stellt folgende Tabelle dar:

Tabelle 5: Standardsondenset zur FISH-Diaghostik beim AIS

Oligonucleotidsonde Darstellung von

EUB338" Eubakterien

NonEUB*' Nonsense Sonde

STAPHY® Staphylococcus spp.

SAU® S. aureus

STREP1%® Streptococcus spp. (auBer durch STREP
2 erfasste)

STREP2* S. pneumoniae, S. mitis-Gruppe

EUB338 bindet an einen Grol3teil der bekannten Bakterienarten und beweist in den
vorliegenden Fallen eine gelungene Hybridisierung. Die gleichzeitige Verwendung von
NonEUB als Nonsense-Sonde, die keine Bindungsstelle in bekannten Bakterienarten
aufweist, hilft, eine unspezifische Bindung der genutzten Sonden an organisches

Material auszuschlieRen®?.
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Besteht aufgrund von mikrobiologischen Voruntersuchungen der Verdacht auf eine
anderweitige Besiedlung der Proben, werden folgende FISH-Sonden zusatzlich

appliziert:

Tabelle 6: Spezifische Sonden zur weiterfihrenden Diagnostik

Oligonucleotidsonde Darstellung von

EFAEC® E. faecalis, E. sulfureus,

Granulicatella spp.

ENCO™ Enterococcus spp. ohne E. faecalis

FUNU>3 Fusobacterium nucleatum,
F. periodonticum, F. naviforme,

F. canefelinum

BAC303>* Bacteroidaceae, Prevotellaceae, einige
Porphyromonadaceae
LAB759 Lactobacillus spp., Ruminococcaceae,

Pediococcus spp.

Nach einer zweistiindigen Inkubation in einer dunklen, humiden Kammer bei 49°C
werden die Schnitte mit Wasser abgespilt, um nicht gebundene Sonden zu entfernen.
Folgend werden die Schnitte getrocknet und fixiert. Die Fixierung erfolgt mit einem DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindol) enthaltenden Medium. DAPI bindet an Adenin-Thymin-
Bereiche doppelstrangiger DNA und weist eine blaue Floureszenz auf. Dies erleichtert
die Orientierung im Gewebe und stellt unspezifisch bakterielle DNA dar.

AnschlieBend wird ein Epifluoreszenzmikroskop verwendet, um die bearbeiteten
Schnitte zu untersuchen und die bakterielle Besiedlung einzuschatzen. Auch hier

werden zur Dokumentation Fotografien angefertigt.
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2.8 PCR als Hilfsmittel zur Detektion von Mikroorganismen

Gewebeschnitten

extrahieren

Eubakterielle
Vervielfaltigung des
165 rRNA-Gens mit
Primer TPU1 und
RTU3

DNA wurde
vervielfaltigt

DNA-Sequenzierung und
Vergleich mit allen
verfiigharen Sequenzen
offentiicher
Datenbanken

Abbildung 12: PCR beim Amnioninfektionssyndrom

Abbildung 12 beschreibt die Extraktion und weitere Bearbeitung bakterieller DNA zur
Identifikation der auf den Eihaut- und Plazentaproben existenten Mikroorganismen der
Studienpatientinnen.

Um eine ausreichende Menge DNA zu extrahieren, werden zehn Gewebeschnitte
verwendet, die aus einer in Methacrylat eingebetteten Probe entstanden sind. Wurde
die notige Menge extrahiert, findet mithilfe der PCR die eubakterielle Vervielfaltigung
des 16S rRNA-Genes unter Verwendung der Primer TPU1 und RTU3 statt®. Auf eine
detaillierte Beschreibung der Arbeitsschritte einer PCR wird hierbei verzichtet und auf
die aktuelle Literatur verwiesen.

Nach Abschluss der PCR ist eine ausreichende Menge DNA vorhanden, um diese

sequenzieren zu konnen. Die DNA-Sequenzierung ist ein vollautomatischer

33



Arbeitsschritt, an welchen sich der Vergleich der ermittelten Sequenzen unter
Verwendung o6ffentlicher Datenbanken (Genbank, EMBL) anschlief3t. Konnte diese eine
oder mehrere Spezies ermitteln, werden die Ergebnisse dokumentiert und gemeinsam
mit den Ergebnissen der FISH an das Studienteam der AIS-Studie weitergeleitet.

2.9 Auswertung der Daten

Die statistische und grafische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels IBM
SPSS Statistics Version 22.0.0.0 von 2013.
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3 Ergebnisse

3.1 Standardisiertes Entnahmeprotokoll

Neben der Auswertung und den Erkenntnissen der erhobenen Daten und Informationen
aus verschiedenen molekularbiologische Techniken ist als ein grof3es Ergebnis der
Studie das standardisierte Entnahmeprotokoll zu werten. Dieses ist auf andere Studien,
die sich mit Mikroorganismen und Schwangerschaft beschéaftigen, Ubertragbar.

3.1.1 Kontaminationsarme Probenentnahme

Das erste Ziel dieser Studie stellte die Strukturierung einer kontaminationsarmen bzw.
kontaminationsfreien Probenentnahme dar. Die durchgehend sterile Handhabung der
Plazenta von Beginn der interventionellen klinischen MalRnahmen bis zum Ende der
Probenentnahme ist die grundlegende Voraussetzung des entwickelten
Arbeitsablaufes. Jede durchgefiihrte Mal3nahme zur Probengewinnung wurde dieser
Bedingung untergeordnet. Aufgrund der Ergebnisse der molekularbiologischen
Diagnostik der Kontrollgruppe konnte eine Kontaminationsfreiheit der gewonnenen

Proben erreicht werden.
3.1.2 Eindeutige Darstellung der erforderlichen Arbeitsschritte

Die Entwicklung des Entnahmeprotokolls und seiner grafischen Darstellung zum
besseren Verstandnis und einheitichen Handlungsabfolge war Teil des
Anfangsprozesses und Voraussetzung zur erfolgreichen Weiterfihrung der
durchgefiihrten Studie. Im Rahmen der Literaturrecherche in der Planungsphase ergab
sich ein breites Spektrum angewandter Techniken zur Probengewinnung in anderen
Studien, die haufig nicht zweifelsfrei eine postpartale Kontamination der Proben

ausschlieRen konnten.

Das Ergebnis der Entwicklungsarbeit ist ein standardisiertes Entnahmeprotokoll, das in
jedem Kreif3saal durchgefuihrt werden kann und aufgrund seiner grafischen Darstellung

in Form eines eEPK leicht nachzuvollziehen ist.
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3.2 Charakteristik der Studienpopulationen

3.2.1 Allgemeine Daten der Fallgruppe

Die Patientinnen der Fallgruppe wurden nach den oben genannten Kriterien ausgewéahlt
und in die Studie eingeschlossen.

Der errechnete Mittelwert des Alters dieser Gruppe betragt 32,36 + 6,36 Jahre. Das
durchschnittliche Gestationsalter der Feten bei Entbindung betragt
211,04 + 19,83 Tage. Die Dauer des stationaren Aufenthaltes in der Gruppe der AIS-
Patientinnen belauft sich im Mittel auf 21,92 + 15,53 Tage und beinhaltet auch die Zeit,
die vor der Entbindung stationar in der Klinik verbracht wurde.

Die betrachteten Patientinnen wiesen im Mittel 2,68 1,46 Graviditaten und
2 £1,29 Paritaten auf. Eingeschlossen wurden 8 Geminigraviditaten.

3.2.2 Allgemeine Daten der Kontrollgruppe

Die Patientinnen der Kontrollgruppe wurden nach oben genanntem Schema ausgewahlt

und in die Studie aufgenommen.

Das durchschnittliche Alter der Patientinnen betragt 32,48 = 5,77 Jahre und die
Entbindung des Feten per primarer Sectio erfolgte nach 271 + 7,66 Gestationstagen.
Nach einem im Mittel 4,16 + 0,99 Tagen dauernden stationaren Aufenthalts konnten die
Patientinnen nach Hause entlassen werden. Die eingeschlossenen Patientinnen wiesen
2,92 1,73 Gravidititen und 2,2 + 1,15 Paritditen auf. Es wurden keine

Geminigraviditaten untersucht.
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3.2.3 Vergleich der Fall- und Kontrollgruppe

Altersverteilung der Studienpopulation

45,00

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

Alter in Jahren

21

15,00

I 1
AlS-Gruppe Kontrollgruppe
Studienpopulation

Abbildung 13: Altersverteilung in AlS- und Kontrollgruppe

Anhand der Charakteristika der beiden Populationen der Studie ist erkennbar, dass sich
die Patientinnen hinsichtlich des Alters nicht signifikant unterscheiden (p=0,945 bei
einem Signifikanzniveau von p<0,05) und daher kein Unterschied bezuglich des
mittleren Alters der Gruppen besteht. Abbildung 13 verdeutlicht diesen Befund. Somit

sind die Voraussetzungen der verglichenen Patientinnengruppen die gleichen.
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Schwangerschaftsdauer bei Entbindung
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180,00

Studienpopulation

Abbildung 14: Gestationsalter im Vergleich bei AIS- und Kontrollgruppe

Die durchschnittliche Dauer der Schwangerschaft bis zur Entbindung unterscheidet sich
signifikant (p=0,00) zwischen den Gruppen, diesen Zusammenhang visualisiert
Abbildung 14. Wahrend die mittlere Schwangerschaftsdauer in der AIS-Gruppe bei
211 Tagen liegt, dauert die Schwangerschaft in der Kontrollgruppe im Mittel 60 Tage
langer, daher 271 Tage.
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Dauer der stationaren Behandlung
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Abbildung 15: Dauer der stationdren Behandlung im Vergleich bei AlS- und Kontrollgruppe

Erwartungsgemald besteht ein signifikanter Unterschied (p= 0,00) bei der Dauer des
stationéren Aufenthaltes zwischen den Populationen, erkennbar in Abbildung 15, da es
sich bei der Kontrollgruppe um Patientinnen handelt, die unter geplanten Bedingungen
ihr Kind entbanden und keine postpartalen Komplikationen aufwiesen. Die Patientinnen
der AIS-Gruppe hingegen befanden sich pra- und postpartal eindeutig langer in

stationarer Behandlung.

Ergebnis:

Anhand der oben genannten Vergleiche zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen
Patientinnen mit AIS und der ausgewéhlten Kontrollgruppe. Bei gleicher Altersstruktur
unterscheiden sich die Gruppen in der mittleren Schwangerschaftsdauer sowie der

Dauer der stationaren Behandlung.
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3.3 Prapartal und peripartal erfasste Daten der Fallgruppe

3.3.1 Aufnahme und stationarer Verlauf

Haufigkeitsverteilung der Schwangerschaftswoche bei Aufnahme nach WHO-
Kriterien fir Frihgeburtlichkeit (AlIS-Gruppe)

157

Anzahl der Patientinnen

<28.55W 28. bis <32, S5W 32, bis <37. SSW
Schwangerschaftswoche bei Aufnahme

Abbildung 16: Verteilung der Patientinnen bei Aufnahme nach Schwangerschaftswoche

Die Patientinnen der Fallgruppe wurden Uberwiegend vor der
32. Schwangerschaftswoche stationar aufgenommen, welches Abbildung 16 darlegt.
Die Einleitung supportiver MalRnahmen stand im Rahmen der klinischen Versorgung zur
Verhinderung einer extremen Friihgeburt (< 28. SSW) oder sehr frihen Frithgeburt
(28. bis <32. Schwangerschaftswoche) im Vordergrund. Es wurden alle Mdglichkeiten
zum Fortbestehen der Schwangerschaften getroffen, solange sie nicht das Leben der

Mutter gefahrdeten.
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Haufigkeitsverteilung der Schwangerschaftswoche bei Entbindung nach WHO-
Kriterien flr Frihgeburtlichkeit

W AIS-Gruppe
25+ Il Kortrollgruppe

20+

o
o

<28. S5W 28, bis <32, S5W 32 biz <37.S5W  37.biz 42, 55W

Anzahl der Patientinnen

Schwangerschaftswoche bei Entbindung

Abbildung 17: Darstellung der Schwangerschaftswoche bei Entbindung, eingeordnet nach WHO-
Kriterien zu Frihgeburtlichkeit und Studiengruppe

Fallgruppe:

Im weiteren Verlauf verschlechterten sich der maternale und fetale Allgemeinzustand
bei den Patientinnen der AlIS-Gruppe, sodass die Entscheidung zur sekundaren Sectio
getroffen werden musste. Abbildung 16 und 17 zeigen die Veranderung der
Schwangerschaftsdauer von der Aufnahme bis zur Entbindung. Entbunden wurden die
Kinder zum Zeitpunkt der sehr friih Geborenen (28.-32. SSW), obwohl die Mehrheit der
Mutter mit einem, die Schwangerschaft gefahrdenden Problem zum Zeitpunkt der
extrem Fruhgeborenen (<28.SSW) aufgenommen wurden. Dies fuhrt zu verbesserten
gesundheitlichen Chancen fur das Neugeborene. Eine der getroffenen Mal3hahmen bei
Aufnahme war die Gabe einer Kkalkulierten Antibiotikatherapie mit Cefuroxim/
Metronidazol. Diese erhielten 92% der eingeschlossenen Patientinnen meist nach der
Entnahme von Abstrichen zur kulturellen Erregerdiagnostik. In 64% der Félle konnte so
vor der Entbindung eine bakterielle Besiedlung der Vagina oder Zervix nachgewiesen
werden, die in Tabelle 7 erfasst ist. Somit war in mehr als der Hélfte der Féalle eine

bakterielle Infektion der schwangerschaftsbedrohende Faktor.
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Kontrollgruppe:

Im Gegensatz dazu wurden alle Kinder der Kontrollgruppe unter kontrollierten

Bedingungen ohne Komplikationen nach der 37. Schwangerschaftswoche entbunden.

Tabelle 7: Kulturell erfasste mikrobielle Besiedlung vor der Entbindung

Nachgewiesene Besiedlung

Anzahl der Falle (Dopplung méglich)

Escheria coli

8 (davon 1 ESBL)

Staphylococcus aureus

2

Sprosspilze

3 (davon 1 ausschlief3liche Sprosspilze)

B-Streptokokken

2

Klebsiella oxytoca

Klebsiella pneumoniae

Citrobacter koseri

Enterobacter cloacea

Koagulase-negative Staphylokokken

PR R NN
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3.3.2 Entbindung

Die Entbindung aller Patientinnen der AlS- Gruppe erfolgte laut Methodenprotokoll als
sekundare Sectio. Im Schwangerschaftsverlauf der Patientinnen ereignete sich in 80%
ein vorzeitiger Blasensprung, in 12% vorzeitige Wehen und in 8% eine Zervixreifung

oder —insuffizienz.

Indikation zur Entbindung der AIS-Gruppe

W a AS
Ol vorzettige Wehen
D sonstiges

Abbildung 18: Indikationen zur Entbindung

Abbildung 18 demonstriert die Hauptursachen, die nach einer griindlichen Evaluierung
der individuellen Situation die behandelnden Arzte zu einer sekundaren Sectio bewogen
haben. Trotz der Haufigkeit eines vorzeitigen Blasensprungs von 80% ergaben sich nur
bei 60% der Patientinnen klinische Anhaltspunkte fur ein AlS. In 20% der Félle waren
therapieresistente Wehen die Hauptursache fir eine Sectio, unter den Punkt ,sonstiges®
fallen vorzeitige Plazentalésung, grines Fruchtwasser und pathologisches CTG. In
diesen Fallen konnte weder histopathologisch noch im postpartalen Abstrich, der FISH

oder der PCR ein AIS nachgewiesen werden.
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3.4 Postpartale Untersuchungsergebnisse von Plazenta und Eihaut
3.4.1 Abstrich

Die Abstrichentnahme der Fallgruppe erfolgte prapartal durch die untersuchenden Arzte
des Aufnahmeteams vaginal, zervikal und rektal sowie nach Bedarf im Verlauf des
stationaren Aufenthalts. Die Abstriche wurden im Labor Berlin analysiert. Nach der
Entbindung wurden, dem Studienprotokoll entsprechend, Abstriche von Plazenta und

Eihaut entnhommen und ebenfalls im Labor Berlin untersucht.

Resultate der prépartalen Abstrichdiagnostik der AlS-Gruppe

204

Anzahl der Patientinnen

negativ positiv

pripartaler vaginalerirektaler Abstrich

Abbildung 19: Ergebnisse der prapartalen kulturellen Diagnostik der AIS-Gruppe
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Ergebnisse der plazentaren Abstrichdiagnostik

W AlS-Gruppe

257 IH Hortrollgruppe

Anzahl der Patientinnen

negativ positiv

Abstrich der Plazenta

Abbildung 20: Ergebnisse der postpartalen Plazenta-Abstriche bei AIS-Gruppe und
Kontrollgruppe

Fallgruppe:

Die Anzahl der positiven Kulturen der eingeschlossenen Patientinnen betréagt prapartal
64%. In den postpartalen Abstrichen von Placenta und Eih&uten wurde in 28% eine
mikrobielle Besiedlung nachgewiesen. Die im Detail erfassten Mikroorganismen sind in

Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Kulturell erfasste mikrobielle Besiedlung von Plazenta und Eihaut nach der Entbindung

Nachgewiesene Besiedlung Anzahl der Falle (Dopplung méglich)

Staphylococcus aureus

S. mitis/oralis

E. faecalis

S. hominis

S. warneri

E. coli

I I N O I

Gemella morbillorum
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Auffallig hierbei ist die geringe Uberschneidung der pra- und postpartal gefundenen
Spezies. Lediglich E.coli und S.aureus finden sich zu beiden Zeitpunkten. Der Nachweis
des Staphylococcus aureus erfolgte bei einer Patientin, die auch prépartal eine vaginale
Staphylococcus aureus—Besiedlung aufwies. Das Resistenzspektrum beider Bakterien
ist gleich. Ebenso verhélt es sich bei einer Patientin, die préapartal eine zervikale
Escheria coli-Besiedlung zeigte und postpartal den gleichen Keim mit demselben
Resistenzspektrum aufwies. Beide Patientinnen wurden prépartal mit Cefuroxim und

Metronidazol behandelt bei jeweils auf Cefuroxim sensiblen Keimen.
Kontrollgruppe:

Hier ist eine geringere H&aufigkeit einer Besiedlung zu verzeichnen. Die aufgetretenen
Keime konnten in zwei Fallen Staphylococcus epidermidis, in einem Fall Lactobazillus
rhamnosus und in einem weiteren Fall ein Staphylococcus aureus zugeordnet werden.
In allen Fallen war eine vorherige Anreicherung zu einem erfolgreichen Nachweis

notwendig.

Bei p= 0,316 ist kein signifikanter Unterschied des postpartalen Bakteriennachweises in

der Kultur zwischen den Gruppen erkennbar.
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3.4.2 FISH

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurde an den postpartal sterii gewonnenen

Proben von Plazenta und Eihaut durchgefihrt.

Resultate der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

W 2I5-Gruppe
[ Kortroligruppe

Anzahl der Patientinnen

negativ positiv

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Abbildung 21: Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung im Vergleich zwischen AIS- und

Kontrollgruppe

Abbildung 21 illustriert die Untersuchungsergebnisse der FISH-Analyse im

Biofilmzentrum des Deutschen Herzzentrums.
Fallgruppe:

In 12% der Falle konnte mit den in Tabelle 4 und 5 genannten Proben Bakterienspezies
eindeutig identifiziert werden. Hierbei handelte es sich um S.mitis (STREP1+2),
S.aureus (STAPHY) und E.coli, der jedoch erst Uber die Sonde EUB338 gefisht und im
weiteren Verlauf als E.coli néher spezifiziert wurde. In weiteren Fallen war ein fragliches
Signal mit dem DNA-Farbstoff DAPI nachweisbar. Innerhalb der DAPI-Gruppe gab es
nur vereinzelt den Nachweis einer Besiedlung mittels PCR, sodass diesen Ergebnissen
nur eine geringe Bedeutung beigemessen werden kann. Mit den verwendeten FISH-
Sonden waren keine weiteren Mikroorganismen darstellbar. Die nachfolgende

Abbildung 22 zeigt beispielhaft eine Gewebeprobe mit unterschiedlichen FISH-Sonden.
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In diesem speziellen Fall handelt es sich um den Nachweis von S.aureus in der Eihaut.
Dieser Keim imponiert in der vorliegenden Probe orange und ist jeweils gruppiert
anzutreffen. Die relativ undifferenziert anzutreffende blaue Férbung ist auf die DAPI-
Sonde zurickzufiihren.

Abbildung 22: Darstellung einer Gewebeprobe des Fallkollektivs®’

Kontrollgruppe:

Die Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zeigen keine bakterielle
Besiedlung der untersuchten Proben. Auch hier wurden die in Tabelle 4 genannten

FISH-Sonden verwendet.

Es besteht bei p=0,077 kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beziglich

des Keimnachweises mittels einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung.
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3.4.3 PCR

Das Material fur die PCR wurde aus den in Methacrylat eingebetteten Proben

gewonnen und aufbereitet.

Resultate der PCR

W 2IS-Gruppe
IE Kortrollgruppe:

Anzahl der Patientinnen

negativ positiv

PCR

Abbildung 23: Ergebnisse der Polymereasekettenreaktion bei AlS- und Kontrollgruppe

Abbildung 23 stellt die Ergebnisse der PCR grafisch dar.
Fallgruppe:

Insgesamt wurde in 40% der Féalle durch dieses Verfahren eine bakterielle Besiedlung
der untersuchten Proben nachgewiesen. In vier Fallen konnte bei DAPI-positiver FISH
eine eindeutige Zuordnung zur besiedelnden Bakterienspezies vorgenommen werden.
Vereinzelt war auch in FISH-negativen Proben eine Kolonisation nachweisbar. In drei
Fallen gab es eine eindeutige Ubereinstimmung zwischen den in der FISH
nachgewiesenen Bakterien und dem Nachweis in der PCR. Bisher ist es nicht moglich,
Ureaplasma spp. in der FISH nachzuweisen, sodass in diesen Fallen eine
diagnostische Licke besteht. Es zeigen sich somit unterschiedliche Erregerspektren je

nach verwendetem diagnostischen Verfahren.
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Tabelle 9: Nachgewiesene Bakterienspezies in der PCR

Nachgewiesene Besiedlung Anzahl der Falle
Ureaplasma spp. 4
S. mitis- Gruppe, S. pneumoniae 2
S. aureus 1
Enterobacteriaceae 2
Mischige Sequenz 1

Kontrollgruppe:

In dieser Gruppe konnte in den untersuchten Proben keine Besiedlung mit Bakterien

nachgewiesen werden.

An den Ergebnissen mit p = 0, 001 ist ein signifikanter Unterschied zwischen AIS und
Kontrollgruppe nachweisbar.

Tabelle 10: Ergebnisse aller Untersuchungen bei PCR positiven Patientinnen der Fallgruppe

Indikation zur | PCR FISH Abstrich Pathologie
Entbindung pranatal /
postnatal
V.a. AlS Ureaplasma negativ E.coli / kein | Vollbild
parvum/ Nachweis aszendierendes
urealyticum AIS
V.a. AlS S. mitis (99,4% | STREP Kein Vollbild
tber 503 bp) Nachweis / S. | aszendierendes
mitis AIS
V.a. AlS S. aureus STAPHY S. aureus / S. | Vollbild
aureus aszendierendes
AlS
V.a. AlS Enterobactericeae | DAPI- positiv | E. coli/ E.coli | Vollbild AIS bei
(E. coli 99,3%) Zwilling 1,
kein AIS Dbei
Zwilling 2
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V.a. AIS Ureaplasma negativ K. Kein Anhalt far
parvum/ pneumoniae /| AIS
urealyticum (99,9% kein Nachweis
tber 501 bp)

V.a. AlIS Enterobacteriaceae | EUB338 Kein Vollbild AlS,
(E. coli 99,4%) Nachweis / E. | eitrig

coli phlegmonotse
Chorioamnionitis

V.a. AIS S.mitis DAPI-positiv | Kein Vollbild AIS
/pneumoniae Nachweis/

(99,5% uber 408 Gemella
bp) morbillorum

V.a. AlIS Ureaplasma DAPI-positiv | E.coli/ Amnionitis
parvum kein Nachweis
/urealyticum
(99,9% Uber
498bp)

V.a. AlS Ureaplasma DAPI-positiv | S.aureus/ Aszendierende
parvum/ kein Nachweis | Amnionitis
urealyticum (Eihaut
99,9% 227/240 bp;

Placenta 99,9%
232bp)
Praeklampsie | Mischige Sequenz | negativ Kein Vollbild AIS
Nachweis/

kein Nachweis
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3.4.4 Pathologie

Nach Entnahme der Proben an Placenta und Eihaut wurden diese in das Pathologische
Institut der Charité Uberfuhrt.

Resultate der histo-pathologischen Untersuchung

W 2IS-Gruppe
IE Kortrollgruppe:

Anzahl der Patientinnen

negativ positiv

Histologische Untersuchung auf
Entziindungsparameter

Abbildung 24: Ergebnisse der histo-pathologischen Untersuchung der AlS- und Kontrollgruppe
im Vergleich

Abbildung 24 illustriert die Ergebnisse der histologisch-pathologischen Untersuchung,

die laut Studienprotokoll an allen Plazenten durchgefihrt wurde.
Fallgruppe:

Hier lassen sich in 60% der Félle ein AIS verschiedener Schweregrade nachweisen, die
haufig sowohl den miuitterlichen, als auch kindlichen Bereich der Plazenta betreffen.
Eine Plazenta konnte durch Kommunikationsfehler nicht rechtzeitig in die Pathologie
gebracht und dadurch nicht untersucht werden. Diese wurde den negativen Féllen

zugeordnet.
Kontrollgruppe:

In dieser Gruppe wiesen 92% der Frauen keine Entzindungsreaktion im mutterlichen
oder kindlichen Gewebe auf. In zwei Fallen war eine Reaktion nachweisbar; in einem

Fall eine kleinherdige Perivillitis und in dem zweiten Fall eine geringgradige choriale
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Placentitis, die eine rein mtterliche Zellreaktion darstellte. Diese Félle wurden in der
histo-pathologischen Untersuchung nicht als AlS-Patientinnen deklariert. In beiden
Fallen gab es keinen Besiedlungsnachweis in Abstrich, PCR oder FISH, sodass hier

von einer aseptischen Zellreaktion ausgegangen werden kann.

Bei einem p=0,00 ist der Unterschied zwischen den Gruppen signifikant.

3.4.5 Ergebnis

Durch den Einsatz dreier unterschiedlicher mikrobiologischer Nachweismethoden und
einer Methode zur Verifizierung einer bestehenden histologischen Entziindungsreaktion
konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

Die prapartale kulturelle Diagnostik zeigte eine vaginale Besiedlung, bestehend aus
einem bunten Bild der Ublichen Darmkeime. Postpartal ergab sich ein Keimspektrum,
welches Uberwiegend aus Mikroorganismen der residenten Hautflora bestand oder
fakalen Ursprungs war. Ebenso fanden sich Mikroorganismen der normalen bzw.

intermediaren Vaginalflora.

Die FISH erbrachte den eindeutigen Nachweis von Streptokokken, Staphylokokken und

Eubakterien. Unspezifisch liel3 sich vereinzelt bakterielle DNA nachweisen.
Die PCR detektierte hauptsachlich Ureaplasmen und Enterobakterien.

Somit ergeben sich mit unterschiedlichen mikrobiologischen Nachweismethoden
unterschiedliche Keimspektren im untersuchten Fallkollektiv bei deutlichen
Unterschieden bezuglich der mikrobiellen Flora je nach verwendetem Verfahren.
Weiterhin gibt es signifikante Unterschiede im Bereich Schwangerschaftsdauer, Lange
des Klinikaufenthaltes, mikrobieller Nachweis in der PCR und dem Nachweis eines

histologischen Aminioninfektionssyndroms zwischen Fall- und Kontrollgruppe.
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4 Diskussion

4.1 Methodik
4.1.1 Strukturierung einer kontaminationsfreien Plazenta- und Probenentnahme

Die Entwicklung des strukturierten Entnahmeprotokolls folgte den unter Punkt 1.3

genannten Anforderungen:

Jede Plazenta einer Patientin, die eine Sectio caesarea bengotigte, sollte vom Verlassen
des Uterus bis zum Ende der Probenentnahme steril und kontaminationsfrei bleiben.
Dieser einfache Ansatz ist kein Standard in Studien, die sich mit dem mikrobiellen

Besiedlungsspektrum von Eih&uten auseinandersetzen.

Steel et al. untersuchten 2005 die fetale Membran von Einlingsschwangerschaften nach
vaginaler Entbindung und Sectio caesarea®. Hierbei wurden keine speziellen
Vorkehrungen beschrieben, wie die Plazenta zu behandeln ist, sodass nicht von einer
luckenlos sterilen Behandlung ausgegangen werden kann. Laut Steel et al. wurde in
tiefen Gewebeschichten der Plazenta nach Sectio caesarea eine 70%ige
Besiedlungsrate bei Patientinnen am Termin nachgewiesen?. Daraufhin schlief3t die
Gruppe die bakterielle Besiedlung als Hauptursache der Frihgeburtlichkeit aus.
Aufgrund der fraglichen Kontaminationsfreiheit der untersuchten Proben muss diese
Aussage kritisch hinterfragt werden, da sie sich mit den erzielten Ergebnissen dieser
aktuellen Studie nicht deckt.

Eine weitere Studie von Onderdonk et. al. 2008 behandelt die Plazenta wahrend der
Probenentnahme steril und untersucht Proben vaginaler und abdominell-operativer
Entbindungen vor der 28. SSW>%. Das Amnion aller untersuchten Plazenten wurde
entfernt, um darunterliegendes Gewebe zu entnehmen, welches als steril gilt.
Anschliel3end erfolgten die kulturelle- und PCR-Diagnostik. Die Rate kultur-positiver
Proben war erwartungsgemal® hoher in der Gruppe der vaginal entbundenen
Patientinnen®, welches sich mit einer intrapartalen Kontamination erklaren lasst. Mittels

PCR konnte hier kein mikrobieller Nachweis erbracht werden.

33,34

Andere Studien betrachteten nicht die Eihaute, sondern das Fruchtwasser und

konnen daher als Referenz nicht betrachtet werden.
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Da in den genannten Studien eine Kontamination im Verarbeitungsprozess nicht restlos
ausgeschlossen werden kann, wurde von uns das unter 2.6 dargestellte
Methodenprotokoll entwickelt und getestet. Um eine strukturierte und standardisierte
Probenentnahme zu gewahrleisten, muss der erarbeitete Arbeitsablauf von allen
beteiligten Personen streng eingehalten werden. Diese MalRgabe wurde durch einen
detailliert vorgeschriebenen Ablaufplan eingehalten.

Das Protokoll an sich erwies sich im Rahmen der Pilotstudie als sehr gut geeignet, um
die mikrobielle Besiedlung von Plazenta und Eih&uten ohne eine Kontamination zu
untersuchen. Die negativen Befunde der PCR wund FISH als sensitivste
Untersuchungsmethoden im Rahmen der Kontrollgruppe beweisen, dass es keine
akzidentelle Aufbringung von Mikroorganismen gab. Im Ruckschluss bedeutet dies,
dass die gefundenen Mikroorganismen in der Fallgruppe préaexistent waren und
moglicherweise einen Einfluss auf das Schwangerschaftsgeschehen hatten. Die
Einbeziehung mehrerer diagnostischer Verfahren sicherten die Ergebnisse in jedem Fall
ab.

Damit konnte die erste Zielsetzung der Studie, eine strukturierte, kontaminationsfreie

Plazenta- und Probenentnahme zu gewahrleisten, erreicht werden.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse im Rahmen klinischer Studien ist eine der
Grundvoraussetzungen in der Forschung. Somit besteht die Notwendigkeit, die
durchgefiihrten Arbeitsschritte einfach, Ubersichtlich und ohne erheblichen Aufwand

darzustellen und fur andere verfiigbar zu machen.
4.1.2 Darstellung von Arbeitsschritten einer medizinischen Studie

Die Entwicklung einer einheitlichen Handlungsabfolge im Rahmen von Studien oder
auch in der Etablierung eines neuen diagnostischen Verfahrens setzt immer voraus,
dass ohne weitere Schwierigkeiten bei der Nutzung gleicher Methoden das gleiche
Ergebnis reproduziert werden kann. Meist bedarf es aufwendiger Schulungen oder des
zeitaufwendigen Studiums langer Texte, um keinen Arbeitsschritt auszulassen oder
vorzuziehen. Hilfreich ist in solchen Fallen die Aufschlisselung des Arbeitsablaufs in
einzelne, einfach auszufihrende Teilschritte und Arbeitsanweisungen der Form ,wenn,

dann®.
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Nutzt man diese Arbeitsanweisungen, sollte sowohl schriftlich als auch grafisch kein
Zweifel bestehen, welcher Arbeitsschritt in welchem Ergebnis minden soll und wer

woflr verantwortlich ist.

Diese Anforderungen missen in alltdglichen Prozessen wirtschaftlich arbeitender
Unternehmen bewaltigt werden und konnen daher auch fir medizinische Prozesse
Anwendung finden. Die Ziele der Prozessmodellierung, formuliert von Prof. Dr. Susanne
Koch, sind denkbar einfach: Transparenz, Fehlervermeidung, Kosten,
personenunabhéngige Verfiigbarkeit des Wissens, erleichterte Einarbeitung neuer
Mitarbeiter, Auswertungsméglichkeiten, Simulationen u.v.a.”®. In der Medizin erfolgt die
Darstellung von Handlungsablaufen gern in einfachen FlieRdiagrammen, die simple
Handlungsabfolgen liefern kdnnen, z.B. im Rahmen der Reanimationsleitlinien. Sobald
komplexere Handlungsabfolgen gefordert werden, in die mehr als eine Person involviert

sind, wird die Handhabung mit einfachen Flie3diagrammen h&ufig komplizierter.

Der Vorteil eines eEPK ist die grafische Beschreibung der logisch-zeitlichen Abfolge
eines Tatigkeitsflusses®. Jedes Ereignis (,Frau betritt den KreiRsaal*) I6st eine Funktion
aus (,Patientin wird untersucht®). Es ist zu jedem Zeitpunkt klar, welche Funktion von
welcher Funktionseinheit (hier ,Aufnahmeteam®) ausgefiuihrt wird. Jede Funktion hat
wieder ein Ergebnis, welches zu einer erneuten Funktion fiihrt>®. Es ist immer eindeutig,
welcher Bereich der Handlungskette von welchem Mitarbeiter bearbeitet wird. Es ist
auch immer ersichtlich, welcher Schritt als nachstes folgt bzw. welche auslésenden
Faktoren ein Handeln des Mitarbeiters erfordern. Auch besteht die Mdglichkeit,
zwischen mehreren Handlungsstrangen zu wahlen, je nachdem, welche Vorbedingung
erflllt ist, oder alle im Rahmen der gegebenen Mdglichkeiten parallel durchzufuhren.
Der Schwerpunkt dieser Methode liegt offensichtlich in der Abbildung eines
Kontrollflusses, der vorgibt, wie und in welcher Reihenfolge Handlungen auszufihren
sind***°. Genau dieser Schwerpunkt macht die eEPKs zu einer hervorragenden
Darstellungsvariante von Arbeitsablaufen, bei denen wie in dieser Studie alles zu jedem
Zeitpunkt auf die gleiche Art und Weise durchgefuhrt werden muss, damit keine
mikrobielle Kontamination und keine Zeitverluste auftreten. Gleichzeitig ermoglicht sie
die genaue Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, weil kein Raum fir Interpretationen und
die individuelle Wahl des Zeitpunktes eines Arbeitsschrittes bleibt. Zusatzlich ist es
einfach, neue Mitarbeiter in das Methodenprotokoll einzuweisen, da sie sich strikt an die

Vorgaben zu halten haben und im Prinzip kein Raum fir Fragen bleibt.
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Ublicherweise wird in klinischen Studien ein Entnahmeprotokoll entwickelt, welches
besagt, wie in den einzelnen Féllen vorgegangen werden soll. Hierbei ist jedoch nicht in
allen Féallen eindeutig klar, an welchen Stellen Proben entnommen werden?, oder es
wurde in langen Texten umstandlich beschrieben, was in den verschiedenen
Situationen zu tun ist®.  Ubersichtlicher, einfacher und fehlerarmer werden die
Arbeitsablaufe visuell im Rahmen von eEPKs festgehalten. Es gibt noch eine Vielzahl
an  Prozessnotationen, welche fur unterschiedliche Fragestellungen und
Betrachtungsweisen von Arbeitsablaufen geeignet sind, aber in vielen Féllen fur die
einfachen Anforderungen der Darstellung unseres Arbeitsablaufes unnétig komplex

waren.

Trotzdem empfiehlt es sich im Vorfeld, die eEPKs mit den entsprechenden Mitarbeitern
durchzusprechen und auftretende Fragen zu klaren. So kdnnen die Darstellungen
spater am Arbeitsplatz als bildliche Gedachtnisstiitze eingesetzt werden.

4.2 Zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen AIS-Patientinnen und der

Kontrollgruppe?

Die statistische Auswertung zeigt, dass sich die verglichenen Populationen in Alter,
Graviditat und Paritat nicht wesentlich unterscheiden. Diese Grundvoraussetzung
ermoglicht den Vergleich der anderen erhobenen Daten untereinander.

Es ist deutlich auszumachen, dass die Patientinnen der AIS- Gruppe bei einem
Signifikanzniveau von p= 0,00 langer in stationdrer Behandlung verweilten und die
Feten ein signifikant geringeres Gestationsalter bei der Entbindung aufwiesen. Daher
liegt der Ruckschluss nahe, dass das Amnioninfektionssyndrom in einer deutlich
verklrzten Schwangerschaftsdauer mit einem erheblichen Mehrbedarf an stationarer

Betreuung mindet.

4.2.1 Abstrich

Vor der Entbindung finden sich in den vaginalen Abstrichen der Fallgruppe die in
ahnlichen Konstellationen héaufig nachweisbaren Keime, hauptsachlich E. coli und S.
aureus. Diese Bakterien sind die klassischen Mikroorganismen, nachweisbar im

Rahmen einer aeroben Vaginitis*. Sie wurden mit den nach Leitlinien empfohlenen
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Antibiotika (Cefuroxim und Metronidazol) beka&mpft und dadurch vermutlich eine
Verlangerung der Schwangerschaft erreicht. Den 16 prépartal positiven vaginalen
Abstrichen stehen nach medikamentdser Behandlung und einer Entbindung per
Kaiserschnitt 7 positive postpartale plazentare Abstriche gegentber. Dies unterstreicht
die gangige Hypothese, dass Keime der Mikroflora aszendieren und Entzindungen und
Infektionen in der Schwangerschaft auslésen kénnen®™. Durch die kalkulierte
Antibiotikatherapie nach der stationaren Aufnahme der Patientinnen des Fallkollektivs
konnte die mikrobielle Besiedlung nachweislich von prapartal 64% auf postpartal 28%
gesenkt werden. Auffallig ist jedoch, dass in zwei Fallen der gleiche Keim mit gleichem
Resistenzspektrum pra- und postpartal nachweisbar war. Da sowohl der aufgefundene
E.coli, als auch der S.aureus im Resistogramm sensibel auf die verabreichten
Antibiotika war, gab es prapartal keine Veranlassung zu einer Veranderung der
Therapie. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen der Untersuchung von
Gomez et al. von 2007, die bei positivem Keimnachweis nach antibiotischer
Behandlung keine Eradikation der intrauterinen Besiedlung nachweisen konnten®. Die
Ergebnisse eben genannter Studie beziehen sich auf die Resultate zweier prapartaler
Fruchtwasseruntersuchungen, vor und nach einer zehn- bis vierzehntagigen
Behandlung mit Ampicillin und Erythromycin. Diese Falle zeigen die Grenzen einer
kalkulierten Antibiotikagabe, da anscheinend ein oder mehrere Faktoren dazu
beigetragen haben, dass die mikrobielle Besiedlung persistieren konnte. In friheren
Publikationen wird die Existenz eines Biofilms in schwangeren Frauen postuliert und
vereinzelt auch nachgewiesen®. Diese Biofilme bilden sich an verschiedenen
Oberflachen und ermdglichen den beteiligten Bakterien ein Uberleben in durch
Antibiotika beeintrachtigten Umgebungen®. Normalerweise wéren die gewahlten
Medikamente bei einer nachgewiesenen Infektion wirksam, doch der Biofilm ist eine
plausible Erklarung fur den wiederholten Nachweis von E.coli und S.aureus in beiden

Fallen auch nach der Gabe von Cefuroxim 2.

Bei der Kontrollgruppe traten vier positive Abstriche auf. Dadurch ist kein statistisch
signifikanter Unterschied bei p=0.316 zu erkennen, weshalb allein auf der Basis der
Plazentaabstriche die Nullhypothese, es bestehe kein Unterschied zwischen

Patientinnen mit AlS und der Kontrollgruppe, beibehalten werden muss.

Mdglicherweise ist aber die alleinige Wahl eines Plazentaabstriches zur postpartalen

Diagnostik eines AIS nicht geeignet. Die Ergebnisse der kulturellen Diagnostik der
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Kontrollgruppe kdnnen nicht mit denen der anschlieRend erfolgten PCR und FISH in
Einklang gebracht werden, daher handelt es sich tendenziell eher um eine
Kontamination der Proben an einer nicht identifizierbaren Stelle des Arbeitsablaufes.
Diese Erklarung steht im Kontrast zur Hypothese von Steel et al. 2005, die ein
naturliches Vorkommen von Mikroorganismen intrauterin in allen Stadien einer

Schwangerschaft, unabhéngig vom Schwangerschaftsverlauf postuliert?.
4.2.2 FISH

In der FISH ist es gelungen, drei Falle einer bakteriellen Besiedlung mittels der
verwendeten Sonden zu identifizieren. Hierbei handelte es sich um S.mitis/pneumoniae,
S.aureus und E.coli. Die nachgewiesenen E.coli wurden durch die Sonde EUB338
erfasst und erst mittels PCR genau identifiziert. Bei den eingeschlossenen Patientinnen
der Fallgruppe ware es vom verwendeten Sonden-Setting bei funf Patientinnen moglich
gewesen, mittels der FISH eine Besiedlung nachzuweisen. Das Gelingen dieses
Nachweises in 60% (3/5) ist als Erfolg zu werten. Mdgliche Griunde des fehlenden
Nachweises in den entsprechenden zwei Fallen kénnten die geringere Sensitivitat der
FISH als die der PCR sein sowie die Untersuchung eines anderen Anteils der

entsprechenden Probe als in der PCR.

Steel et al. untersuchten 2005 ebenfalls Proben von Plazenta und Eihauten mittels
FISH?. Hierbei wurde eine hohere Nachweisrate, sowohl in Patientinnen mit PPROM als
auch am Termin, erzielt. Da die Probenentnahme und Probenverarbeitung aufgrund des
methodischen Aufbaus nicht lickenlos steril sein konnte, missen die Ergebnisse

kritisch hinterfragt werden (siehe 4.1.1)

Kim et al. verfolgten 2009 einen ahnlichen Ansatz und untersuchten Proben einer
zentralen Probenbank mittels FISH, die in drei verschiedene Gruppen eingeteilt
wurden®®. Hierbei wurde die Sonde EUB338 sowie eine Non-sense Sonde verwendet.
Dementsprechend war der generelle Nachweis einer Besiedlung méglich, nicht jedoch
die genaue Identifizierung der Spezies. Es fanden sich in 22% (4/18) der Félle einer
Gruppe mit positiver Fruchtwasserkultur positive FISH-Ergebnisse der Eihdute. Bei
negativer Fruchtwasserkultur ergaben sich drei positive FISH-Ergebnisse der
Eihaute (3/22)%. Die dritte Gruppe umfasste Patientinnen ohne Geburtsbestrebung am
Termin, die mittels Sectio entbanden. Hierbei konnte weder durch PCR noch FISH ein

positiver Befund ermittelt werden®. Dies deckt sich absolut mit unseren Ergebnissen.
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Ebenso wurde die FISH mit der Sonde EUB338 durch Romero et al. 2008 im Rahmen
der Untersuchung von ,amniotic sludge“ in einem Fallbericht verwendet um

nachzuweisen, dass es sich dabei um einen Biofilm handelt®.

Der Vergleich unserer Ergebnisse mit den Resultaten von Steel, Kim und Romero zeigt,
dass die Verwendung der FISH als Erganzung zur konventionellen Diagnostik zwar
langwierig, aber durchaus sinnvoll im Rahmen der klinischen Forschung sein kann,
unter der Voraussetzung einer strikt sterilen Handhabung der Proben. Im Gegensatz zu
Kim et al. haben wir das Fruchtwasser nicht auf darin befindliche Mikroorganismen
untersucht, gehen jedoch davon aus, dass im Falle eines positiven Nachweises auch
der Oberflachenabstrich der Plazenta positiv ausfallen muss. Unsere Ergebnisse mit
drei FISH-Nachweisen von 25 Patientinnen, in denen zehn sicher eine bakterielle
Besiedlung aufwiesen, ist trotz fehlender Signifikanz als erfolgreicher Einsatz dieses

molekularbiologischen Verfahrens zu werten und ahnelt den Ergebnissen von Kim et al.

In den oben genannten Studien war das Ziel der Verwendung einer FISH ausschlie3lich
der Nachweis einer mikrobiellen Besiedlung, nicht die Identifizierung der genauen
Spezies. Das hier vorliegende Sondenset hat in zwei Féllen, zusétzlich zum generellen
Besiedlungsnachweis, einen genauen Nachweis erbringen koénnen, um welches
Bakterium es sich handelt. Auf diese Art und Weise wurde die FISH im
geburtshilflichen Kontext bisher nicht durchgefuhrt und ist als sinnvolle Erganzung und
Erweiterung des diagnostischen Spektrums zu sehen. Der am haufigsten
nachgewiesene Erreger, Ureaplasma spp., kann durch die bisher etablierten Sonden
nicht nachgewiesen werden, wéare aber eine erstrebenswerte Erganzung des bisher

verwendeten Sondensets.

Bei zehn Patientinnen der AIS-Gruppe wurde kein Hinweis einer mikrobiellen
Besiedlung in der FISH entdeckt. Diese Resultate konnten in vier Féallen mit gleichzeitig
negativer PCR und negativem histo-pathologischem Befund als Patientinnen mit
gesichert keinem AIS identifiziert werden. Auch die klinischen Ergebnisse lieRen nicht
auf ein AIS schlieBen; maternales Fieber, Tachykardie, CRP-Erhéhung und eine
Leukozytose fehlten. Der Einschluss dieser Patientinnen erfolgte aufgrund eines

vorzeitigen Blasensprungs.

Die Patientinnen mit positivem oder fraglich positivem DAPI-Befund kénnen nicht als

FISH positive Befunde gewertet werden. Trotzdem fand sich in vier der DAPI-positiven
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Falle eine mittels PCR mikrobielle Besiedlung. Die plausibelste Erklarung dafir ist die
grolRere Sensitivitdt der PCR im Gegensatz zur FISH und den verwendeten Sonden.

Die Patientinnen der Kontrollgruppe wiesen ausschlie3lich negative Ergebnisse der
FISH-Diagnostik auf, unterstiitzen somit die Ergebnisse von Kim et al. und kontrastieren
die Resultate von Steel et al. Die statistische Auswertung der FISH-Ergebnisse ergab
p=0,077, daher konnte der Unterschied im Vergleich der Fall- und Kontrollgruppe als
nicht signifikant gewertet werden. Unabh&ngig davon ist innerhalb der Kontrollgruppe
bei drei von funf Gberhaupt méglichen Nachweisen eine Quote von 60% positiven
Nachweisen erbracht worden.

4.2.3 PCR

Die PCR wies eine mikrobielle Besiedlung nach, die sich von den Ergebnissen der
kulturbasierten Diagnostik und der FISH in einigen Punkten unterschied. Zusatzlich zu
den Fallen mit Streptokokken- und Staphylokokkenbesiedlung sowie dem Nachweis von
Enterobacteriaceae lie sich in vier Fallen Ureaplasma spp. detektieren. In den drei
Fallen der positiven FISH konnten die Ergebnisse der PCR diese Befunde validieren.

Auch der postpartale Abstrich zeigte in diesen Fallen den gleichen Befund.

Waren in der FISH nur die DAPI-Sonden positiv, konnte in vier Fallen mittels PCR eine
genauere Bestimmung erfolgen. Hier zeigte sich bei DAPI-positiver FISH
Enterobactericeae, S.mitis/pneumoniae, sowie zweimal Ureaplasma parvum/
urealyticum. Ureaplasmen konnten auch in zwei FISH-negativen Befunden mittels PCR
nachgewiesen werden. Die Anwendung zusatzlicher molekularbiologischer Verfahren
zeigt daher, dass ein anderes Erregerspektrum als im Abstrich nachgewiesen werden

kann.

Jones et al. untersuchten 2009 Vorkommen und Haufigkeit der unterschiedlichen
bakteriellen Spezies an Eihauten und Plazentagewebe an Proben von am Termin und
zu friih entbundenen Feten®. Patientinnen, die am Termin per Sectio caesarea
entbanden, zeigten in der durchgefilhrten PCR keine bakterielle Besiedlung®’. Dies
lasst sich durch unsere Daten bestéatigen. Patientinnen mit beginnenden Wehen und
sowohl vorzeitigem Blasensprung, als auch ohne Blasensprung zeigten nach
Schnittentbindung ein bakterielles Spektrum, bei dem Kklar Ureaplasma spp.

Uberwiegt?’. Ebenso ist das Ergebnis, dass das plazentare Gewebe bei
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nachgewiesener bakterieller Besiedlung eine deutliche histologische
Entziindungsreaktion prasentiert®”, durch unsere Daten belegbar.

Daher ist davon auszugehen, dass die PCR im Hinblick auf die Diagnostik von
Ureaplasmen eine nahezu unverzichtbare Erganzung der diagnostischen Mdglichkeiten
darstellt. Nicht nur in der vorliegenden Studie, sondern auch andere Arbeitsgruppen
konnten hierdurch ein differierendes bakterielles Spektrum in fetalem und maternalem
Gewebe ermitteln, als jenes, welches durch die kulturbasierte Diagnostik nachweisbar
ist. Die standardisierte kulturelle Diagnostik ist kostenginstig und einfach in der
Handhabung. Sie hat jedoch ihre Limitationen im anaeroben Bereich sowie im
Nachweis intrazellularer Organismen. Es wurde in vier Féllen in dieser Studie der PCR-
basierte Nachweis von Ureaplasmen erbracht, die intra- oder extrazellular vorkommen
und sowohl aerob, als auch teilweise anaerob leben kénnen. Sie werden in der
routinemalRigen kulturellen Diagnostik nicht erfasst. Sicherlich ist es mdglich, auf
Anforderung spezielle Nahrboden zu verwenden, jedoch wird dies im klinischen Alltag
selten genutzt. Als haufig im Genitaltrakt der Frau vorkommende Organismen ist es
moglich, dass sie bei gestorter Vaginalflora eine Immunreaktion auslésen kdnnen, die
zu der Entstehung einer Frihgeburt beitragt. Diese bisherige diagnostische Licke
kénnte durch die Anwendung einer gezielten kulturellen Diagnostik oder PCR im
routinemalRigen Gebrauch geschlossen werden. Ureaplasmen werden ebenfalls mittels
der kalkulierten Antibiotikatherapie bei vorzeitigem Blasensprung nicht erfasst, sodass
auch hier eine Lucke existiert. Da Ureaplasmen in einer unauffallig verlaufenden
Schwangerschaft keinen pathologischen Befund darstellen, ist dementsprechend in
diesen Fallen auch kein Handlungsbedarf gegeben. Bei Anzeichen einer drohenden
Frihgeburt sollte die Diagnostik routinemafRig um den Nachweis von Ureaplasmen
erweitert und bei einem positiven Befund die Therapie um wirksame Antibiotika erganzt

werden.

Die PCR-Ergebnisse der Kontrollgruppe ergaben keinen positiven Befund. Dies deckt
sich mit den Resultaten von Jones et al.*’. Die statistische Auswertung ergab daher
einen signifikanten Unterschied beider Gruppen (p=0,001), weshalb hierbei ebenfalls

die Nullhypothese abgelehnt werden kann.
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4.2.4 Histo-pathologische Untersuchung

Die histo-pathologische Untersuchung ergab in 15 Fallen der AIS-Gruppe einen
positiven Befund. Dieser Nachweis einer zellularen Entziindungsreaktion verifiziert nicht
die bakterielle Genese des klinischen Befindens der Patientin oder den Nachweis, dass
Bakterien die Ursache eines AIS sind. Jedoch ist bis auf eine Ausnahme bei allen PCR-
positiven Patientinnen auch ein positiver histo-pathologischer Befund zu erheben.
Daher ist in diesen Féllen ein Zusammenhang zwischen PCR-Befund und
histologischem Befund wahrscheinlich und wird durch die Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen®’ unterstiitzt.

In der Kontrollgruppe konnte keine AIS-typische Entzindungsreaktion gefunden
werden. In der statistischen Auswertung zeigt sich daher ein signifikanter Unterschied

(p=0,00) zwischen beiden Gruppen und die Nullhypothese kann verworfen werden.
4.2.5 Kontrolle

Die Abstrichdiagnostik ermittelte eine 16%ige Besiedlungsquote bei Patientinnen mit
unauffaligem Schwangerschaftsverlauf und einer primaren Sectio am Termin. Diese
Besiedlung konnte jedoch in der FISH und PCR als sensitivere Verfahren nicht bestatigt
werden. In der Pathologie zeigte sich bei zwei Patientinnen eine entzindliche
Zellreaktion der Plazenta, die aber nicht zu den kultur-positiven Patientinnen gehorten.
Zum einen kann dadurch von einer aseptischen Zellreaktion ausgegangen werden, zum
anderen ist es wahrscheinlich, dass die kultur-positiven Patientinnen keine Infektion
aufwiesen, sondern es sich um eine Kontamination im weiteren Arbeitsverlauf handelte.
Durch die geringe GroRe der Proben ist es ebenso nicht ausgeschlossen, dass im
Abstrich erfasste Besiedlungstellen durch ihre unaufféallige Makroskopie nicht bei der
Probenentnahme erfasst wurden. Daher kann in diesem Fall auch kein Nachweis durch
PCR und FISH erfolgen.

Aufgrund der ermittelten Ergebnisse stellen wir die Hypothese auf, dass in gesunden
Patientinnen mit unauffalligem Schwangerschaftsverlauf keine latente mikrobielle
Besiedlung vorhanden ist. Diese Ergebnisse decken sich mit den Aussagen von Kim et
al.®?. Bei ausreichender Immunkompetenz der Mutter zu Beginn der Schwangerschaft
werden die wahrend der Befruchtung oder zu einem spateren Zeitpunkt eingebrachten

Keime erfolgreich durch das Immunsystem der Mutter bekampft. Die Eihdute und die
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verschlossene Zervix verhindern im weiteren Verlauf eine Aszension der vaginal

vorhandenen Mikroorganismen.

Die Ergebnisse einer &hnlichen Studie von Steel et al. 2005 ergaben, das 70% der
Patientinnen am Termin mit einer primaren Sectio bakteriell besiedelt sind®. Dies lasst
sich in unserer Arbeit nicht bestatigen. In der erwahnten Studie wurde das Protokoll zur
Probenentnahme nicht eindeutig erlautert, sondern lediglich darauf hingewiesen, dass
darauf geachtet wurde, eine Kontamination zu vermeiden. Daher kann nicht eindeutig
geklart werden, welche Unterschiede in der Akquirierung der Proben vorlagen. Steel et
al. untersuchten ebenso Proben der Eih&ute und konnten in allen Phasen der
Schwangerschaft Bakterien mittels FISH nachweisen?.

Ausschliel3lich in der Fallgruppe unserer Studie gelang uns ebenso der Nachweis einer
bakteriellen Besiedlung durch die FISH. Die Kontrollgruppe wies jedoch keinerlei
bakterielle Besiedlung auf. Unsere Ergebnisse wurden mittels einer PCR abgesichert.
Daher gehen wir davon aus, dass das von uns erarbeitete Entnahmeprotokoll effektiv ist
und das Risiko einer Kontamination minimiert. Es sind weiterfihrende Untersuchungen
unter Verwendung des erarbeiteten Studienprotokolls notwendig, um die Ergebnisse zu
Uberprufen und das Vorkommen und die Bedeutung einer mikrobiellen Besiedlung bei

unauffalligem Schwangerschaftsverlauf zu klaren.

Jedoch ist abschliel3end festzuhalten, dass signifikante Unterschiede in der mikrobiellen
Besiedlung zwischen einer unauffalligen Schwangerschaft und einer Schwangerschatft,
die in einem AIS mindet, bestehen. Diese sind durch PCR, FISH und histo-
pathologische Untersuchungen nachweisbar. Deutlich sichtbar, auch ohne diese
Nachweismethoden, ist die signifikante Verringerung der Schwangerschaftsdauer und
ebenso die verlangerte stationare Aufenthaltsdauer im Rahmen eines

Amnioninfektionssyndroms.
4.3 Ureaplasmen

Auffallig ist an den Patientinnen mit dokumentierter Ureplasma parvum/ urealyticum
Infektion die prapartale kulturell nachgewiesene Besiedlung durch andere
Bakterienarten. Aufgrund der kalkulierten Antibiotikabehandlung vor der Entbindung
waren diese postpartal nicht mehr nachweisbar. Drei der vier Patientinnen entwickelten

ein eindeutiges Amnioninfektionssyndrom mit histo-pathologischem Nachweis sowie
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eindeutigen klinischen Infektparametern. Diskutiert werden muss nun, ob der Nachweis
von Ureaplasmen in diesen Fallen eine nachfolgende Besiedlung durch eine frei
gewordene Nische nach Antibiotikabehandlung darstellt oder eine préaexistente
Besiedlung, die kulturell und daraufhin auch antimikrobiell nicht erfasst wurde und
wodurch der Krankheitsverlauf ungehindert fortschreiten konnte.

Fest steht, dass in den drei Féallen, die ein histo-pathologisch nachgewiesenes AIS
aufweisen, die prapartal detektierten Keime jeder fur sich in der Lage ist, allein ein AIS

auszuldsen.

Im Rahmen der eubakteriellen PCR konnte in den AIS- Fallen durch E. coli oder S.
aureus nicht zusatzlich Ureaplasma spp. nachgewiesen werden. Dies wiederum heif3t,
dass nicht zweifelsfrei geklart werden kann, ob die Ureaplasmen bei vorbelastetem
Immunsystem durch eine vorhergehende urogenitale Infektion erst in der Lage sind,
sich ungehindert zu vermehren und allein ein Fortschreiten eines
Amnioninfektionssyndroms bedingen. Eine alternative Erklarung ist eine Koexistenz
zweier krankheitsauslésender Keime, die durch den Wegfall eines Partners nicht
wesentlich beeintrachtigt wird und sich weiter ausbreitet. Sicher ist allerdings, dass
Ureaplasmen als Teil der Intermediarflora regular bei asymptomatischen Patientinnen

nachgewiesen werden konnen™?°.

Ahnlich wie in vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass bei Patientinnen
mit vorzeitigem Blasensprung Ureaplasmen zu den am héaufigsten nachweisbaren

Keimen gehdren, gefolgt von Streptokokken, Staphylokokken und Enterobakterien.

Es scheint sinnvoll, bei gefahrdeten Patientinnen eine ergadnzende antibiotische
Behandlung im Kklinischen Alltag gegen Ureaplasmen in Erwagung zu ziehen. Ein hierzu
alternativer Ansatz ware es, statt vermehrt antibiotisch zu behandeln, die vaginale
Substitution von Lactobazillen zu erwagen. Diese werden aufgrund ihrer wenig
ausgepragtne Resistenzrate durch die antibiotische Behandlung ebenso abgetétet und
hinterlassen einen freien Raum, der nach Abschluss der Behandlung von virulenten

Erregern eingenommen werden kann.
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4.4 Limitationen der Arbeit

Bedingt durch das kleine Patientenkollektiv, sind alle getroffenen Aussagen unter
Vorbehalt zu betrachten. Die ermittelten Ergebnisse dieser Studie dienen dazu,
weiterfuhrende Untersuchungen anzuregen und Methoden zu liefern, um bisherige
Erkenntnisse Uber das AIS wund die bakterielle Besiedlung weiblicher
Fortpflanzungsorgane zu erweitern und einen Ansatz zur kritischen Betrachtung
bisheriger Studienergebnisse zu ermdglichen. Durch ein einheitliches steriles
Entnahmeprotokoll konnte ein Werkzeug entwickelt und geprift werden, dass eine
bessere Untersuchbarkeit dieses Forschungsgebietes gewéhrleistet, aber an einem
groReren Fallkollektiv Gberprift werden sollte.

Das Studienprotokoll sieht eine Entnahme der Proben nach Durchfihrung des
Abstriches vor. Das ist sinnvoll, da nach dem Begutachten an der unbeschéadigten
Plazenta alle Oberflachen problemlos abgestrichen werden kdnnen. Die Gewebeproben
wurden anschlieRend in der Fallgruppe an makroskopisch vermutlich suspekten
Bereichen entnommen und asserviert. Diese Bereiche kdnnen als Modell fur die
Gesamtbeschaffenheit der Plazenta gelten, bilden jedoch in den molekularbiologischen
Untersuchungsmethoden nur einen Bruchteil des Gesamtorgans ab. Fir eine
kostengunstige Diagnostik ist das nicht anders zu realisieren, birgt aber das Risiko,
moglicherweise starker infizierte Bereiche zu Ubersehen oder trotz makroskopischer
Auffalligkeiten in diesem Bereich keine Besiedlung durch Mikroorganismen vorzufinden.
Um eine absolute Sicherheit Gber das Kolonisationsmuster und die Gesamtheit der
vorkommenden Mikroorganismen zu erlangen, wéare es notwendig, die vollstadndige
Plazenta inklusive der Gesamtheit der Eihaute molekularbiologisch zu untersuchen.

Das ist jedoch aus Zeit- und Kostengriinden nicht umsetzbar.

Nicht immer war es mdglich, alle Patientinnen, die innerhalb der betrachteten 17
Monate den Kriterien entsprachen und per Sectio caesarea entbunden wurden,
einzuschlieBen. Die Grinde hierfir sind unterschiedlicher Natur und liegen im

Arbeitsablauf eines hochfrequentierten Kreil3saals begriindet.

Der Erfolg des entwickelten Methodenprotokolls ist im Kklinischen Alltag nur mit
zusatzlichem personellen Aufwand sicherzustellen. Vor Beginn der Studie missen die
Mitarbeiter in den sie betreffenden Arbeitsablaufen geschult werden, damit im Einzelfall

die Benachrichtigung des Studienteams nicht unterbleibt. Die behandelnden Arzte
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mussen auf die korrekte Handhabung der Plazenta vor und nach der L&sung
hingewiesen werden. Weiterhin ist es notwendig, dass ein Mitglied des Studienteams
immer in Rufbereitschaft ist und innerhalb weniger Stunden im Kreif3saal eintreffen
kann. Der Zeitaufwand zur Begutachtung der Plazenta, Entnahme und Versand der
Proben betragt im Durchschnitt 30 Minuten. Damit die Plazenta steril bleibt, wird ein
entsprechender materieller Aufwand notig. Durch die zuséatzliche zeitliche und
materielle Belastung ist das Methodenprotokoll im Kklinischen Alltag ohne eine
zusatzliche Arbeitskraft, bereitgestellt durch das Studienteam, aktuell nicht handhabbar.

Im Rahmen der FISH- und PCR-Untersuchungen wurde ein anderes Keimspektrum als
in der kulturellen Diagnostik sichergestellt. Somit ist es moglich, dass eine Patientin
nach Entbindung auf der Basis der kulturellen Diagnostik antimikrobiell behandelt wird
und ein zusatzlich existenter, krankheitsausldsender Keim nicht erfasst werden kann.
Es ware also sinnvoll, zumindest die Ergebnisse der PCR im klinischen Alltag nutzen zu
kénnen. Damit hier eine Kontamination vermieden wird, kdnnte das Methodenprotokoll

angepasst werden.
Maoglichkeit 1: Enthahme wahrend der Operation

In diesem Fall ware es mdoglich, nach der Losung der Plazenta diese nicht in einen
sterilen Behalter zu legen und flr eine separate Probenentnahme aufzubewahren. Die
Plazenta kann durch den zweiten Assistenten auf einer kleinen sterilen Arbeitsflache
neben dem Operationsfeld platziert werden. Hier besteht die Moéglichkeit, Abstriche zu
nehmen und mittels sterilen Operationsbestecks die Proben aus suspekten Bereichen
der Plazenta zu entnehmen. Die Plazenta wird danach der nicht sterilen OP-Pflegekraft
Ubergeben und zum Versand in die Pathologie vorbereitet. AnschlieRend unterstitzt die
zweite Assistenz den Operateur und die erste Assistenz wieder bei der Beendigung der
Operation. Kritisch zu sehen ist die eventuell entstehende Wartezeit des Operateurs,
die mit einer generell erhéhten Operationszeit sowie einem erhéhten Blutungsrisiko der
Patientin einhergehen kann. Der zusatzliche Zeitaufwand ist hierbei mit etwa funf
Minuten anzusetzen, muss aber in einem Versuchsdurchlauf erst validiert werden. Bei
den Materialkosten gédbe es keinen Mehraufwand, da das OP-Feld und die OP-
Instrumente obligat steril sind. Wird keine zweite Assistenz bei der Sectio caesarea

eingesetzt, entfallt diese Variante der Probenentnahme, da das Gefahrdungspotenzial

67



fur die Patientin als zu hoch einzustufen ist. Weiterhin wird nicht in allen Kliniken eine

Sectio caesarea mit zweitem Assistenten praktiziert.
Moglichkeit 2: Entnahme durch die Hebamme

Die Blutentnahme aus der Nabelschnur zur Bestimmung der kindlichen Blutgruppe und
Blutgase ist ein gangiges Verfahren und wird in einem Nebenraum von den Hebammen
durchgefuhrt. Im Rahmen dieses Arbeitsschrittes wéare es moglich, zusatzlich Abstriche
und Proben von der Plazenta zu entnehmen. Die Vorbedingungen entsprechen denen
des ursprunglichen Methodenprotokolls. Die Plazenta wird mit der Nabelschnurklemme
in einen sterilen Behalter verbracht und der Hebamme lbergeben, nachdem diese das
Neugeborene versorgt hat. Die Hebamme bereitet im Nebenraum einen Tisch mit
einem sterilen Abdecktuch vor und kleidet sich ebenfalls steril. Nun ist es mdglich,
Abstriche zu entnehmen und Proben von Plazenta und Eihduten zu sichern sowie die

Blutentnahme aus der Nabelschnur durchzufiihren.

Hierbei ist es notwendig, die Hebammen vorher in den exakten Ablaufen zu
unterweisen. Eine entsprechende Schulung zur Vermeidung von Kontaminationen wird
dabei erforderlich. Die Materialkosten waren ahnlich denen des urspringlichen
Protokolls. Die mit dieser Aufgabe betreute Hebamme ist fir den Zeitraum des sterilen
Ankleidens und der Probenentnahme nicht abkdmmlich, was wiederum einen erhdhten

Personalaufwand bedeutet.

Es ware demnach moglich, ein fur den Krankenhausalltag modifiziertes
Entnahmeprotokoll zu etablieren, um die Diagnostik der Patientinnen mit AIS zu
verbessern. Die Einbeziehung der FISH ist aufgrund der Dauer dieser Untersuchung
nicht moéglich, da die Patientinnen zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Ergebnisse das
Krankenhaus schon verlassen haben kénnten. Die PCR-Ergebnisse sind schneller
verfigbar als die einer FISH und eines kulturellen Nachweises und kénnten das
diagnostische Spektrum zum Wohl der Patientinnen deutlich erweitern. Im Gegensatz
zu den kulturbasierten Verfahren bieten FISH und PCR jedoch keine Information Gber
das Resistenzspektrum der Mikroorganismen. Diese Information ist im heutigen
Klinikalltag wichtiger als noch vor einigen Jahren, da sich einfach und mehrfach
resistente Keime rasant ausbreiten. Daher kénnen molekulardiagnostische Methoden

nur als erganzende Verfahren zur kulturellen Diagnostik gesehen werden.
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5 Zusammenfassung

Ein Ziel dieser Studie war es, eine Methode zur kontaminationsarmen Gewinnung von
Eihaut- und Plazentaproben zu entwickeln und diese zur Erweiterung bisheriger
Kenntnisse zu nutzen. Anhand des Vergleiches der Ergebnisse der Fall- und
Kontrollgruppe konnte der Nachweis erbracht werden, dass erfolgreich eine Methode
zur sterilen Handhabung der Plazenta und der sterilen Probenbehandlung entwickelt
wurde.

Der Einsatz der eEPK zur Prozessdarstellung erlaubt eine detaillierte
Handlungsanweisung des Arbeitsablaufes und stellt die gleiche Handhabung der
unterschiedlichen Proben sicher. eEPKs ermdglichen jederzeit eine einfache
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Weiterhin war es méglich, durch die parallele Analyse der Proben mittels FISH, PCR,
Erregerkultur und Histopathologie ein detailliertes Bild des AIS zu gewinnen und den
Einsatz neuer molekularbiologischer Verfahren bei diesem Krankheitsbild erfolgreich zu
erproben. Je nach diagnostischem Verfahren konnten unterschiedliche Erregerspektren
nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der PCR kénnen als Referenzen gesehen werden und bieten die
Moglichkeit des Vergleichs mit Erregerkultur und FISH, um die Genauigkeit dieser
Verfahren einzuschétzen. In den Fallen mit Erregernachweis durch PCR war auch
histo-pathologisch der Nachweis einer Infekt-bedingten Gewebereaktion zu erbringen.
Diese Methode eignet sich gut, um einen genauen Nachweis bakterieller Besiedlung an
Plazenta und Eihaut zu erbringen.

Der Einsatz der FISH zur weiterfihrenden Diagnostik hat sich als erfolgreich erwiesen.
In drei von funf Fallen, in denen durch das benutzte Sondenset ein Nachweis moglich
gewesen ware, wurde dieser erbracht. Dieses Ergebnis zeigt, dass auch in der
Geburtshilfe der Einsatz der FISH sinnvoll sein kann und bei Erweiterung des
eingesetzten Sondenspektrums und kurzerer Untersuchungszeit eine hilfreiche
Mdoglichkeit der Diagnostik darstellt, die eine genaue Ermittlung der Bakterienspezies
ermdglicht.

Der Vergleich klinischer Untersuchungsbefunde mit der verwendeten Diagnostik zeigt,
dass das Amnioninfektionssyndrom ein komplexes Krankheitsbild ist, das von weiterer,
breit gefacherter Forschung profitiert. Die Ergebnisse zeigen eine in den bisherigen

Untersuchungs- und Behandlungsprotokollen diagnostische und therapeutische Licke
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fur Ureaplasma spp. Mithilfe des entwickelten Entnahmeprotokolls und einer
Weiterentwicklung der verwendeten Methoden kann der Stellenwert der Ureaplasmen

sowie anderer Mikroorganismen weiterfihrend untersucht werden.
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