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Zusammenfassung

Aufgrund ihrer hohen Pravalenz haben Infektionen der unteren Atemwege [lower
respiratory tract infections (LRIs)] im Kindesalter eine grof3e klinische und 6konomische
Relevanz. Die atiologische mikrobielle Zuordnung ist jedoch h&ufig schwierig. Dies gilt vor
allem fir die Differenzierung zwischen bakterieller und viraler Genese, welche
insbesondere in Zeiten zunehmender Antibiotikaresistenzen an Bedeutung gewinnt.

Die Technik der PCR birgt aufgrund der niedrigen Materialanforderungen und schnellen
Ergebnisse ein groBBes Potential die atiologische Zuordnung von Atemwegsinfektionen in
Zukunft zu optimieren. Neben rein deskriptiven Daten zur Epidemiologie von LRI rickt
dank der Etablierung quantitativer Multiplex- PCR-Verfahren auch die Frage nach einem
Zusammenhang zwischen Viruslast und Krankheitsverlauf in den Fokus der klinischen
Forschung.

In dieser groBBen prospektiven klinischen Querschnittstudie wurde Gber zwei Jahre mittels
guantitativer multiplex PCR und konventioneller Kulturen die virale und bakterielle Flora
des Nasopharynx bei Uber 400 Patienten mit LRIs untersucht.

Ein Virusnachweis gelang in 76% der Falle, wobei RS- (52%) und Rhinoviren (28%)
gefolgt von Boca- und Adenoviren (jeweils 9 %) am haufigsten detektiert wurden. Dabei
bestand keine Korrelation zwischen Viruslast und Krankheitsschwere. Fir RSV fand sich
jedoch eine signifikant negative Korrelation zwischen Erregerlast und laborchemischen
Entzindungsparametern (CrP, Leukozytenzahl), flir Adenoviren dagegen eine positive
zwischen Erregerlast und CrP. In den seriellen Untersuchungen der Erregerlast
beobachteten wir - mit Ausnahme von Influenza - fir alle Viren einen Erregerlastabfall
parallel zur Besserung der klinischen Symptomatik.

In den Nasopharynxaspiraten mit positivem Virusnachweis fanden sich in 18,9% virale
Koinfektionen, d.h. der Nachweis von mehr als einem Virus. Im Falle von RSV fihrten
Koinfektionen zu einem geh&uften Auftreten von Pneumonien.

Ein bakterieller Erreger konnte in 57,6% der Nasopharynxaspirate nachgewiesen werden.
Hierbei waren die am haufigsten nachgewiesenen Bakterien H.influenzae (35,8%),
M.catharralis (27,4%), S.pneumoniae (19,6%) und S.aureus (19,6%). Hinsichtlich der
bakteriellen Flora fanden sich Unterschiede bei Kindern mit Pneumonien und
Bronchitiden. Des Weiteren spielte der gleichzeitige Nachweis spezifischer Viren eine
Rolle. H.influenzae wurde beispielsweise haufiger bei RSV- als bei Rhinovirus-Infektionen
nachgewiesen (37% vs. 20%), M.catharralis trat bei viralen Koinfektionen seltener auf als
bei Monoinfektionen (57,9% vs. 28,6%). Auch flhrte eine virale/bakterielle Koinfektion zu
einer Verlangerung des Krankenhausaufenthaltes im Vergleich zu einer viralen
Monoinfektion.

Zusammenfassend scheint die Entwicklung der Erregerlast fir den Krankheitsverlauf eine
gréBere prognostische Bedeutung zu haben als die absolute Erregerlast. Letztere mag
eventuell aber hilfreich sein zur Differenzierung zwischen Besiedelung und Infektion. Fur
die Festlegung entsprechender Grenzwerte bedarf es jedoch noch Studien mit
entsprechenden gesunden Kontrollgruppen.

Insgesamt ist die PCR als alleiniges diagnostisches Mittel nicht ausreichend, um die
therapeutische Entscheidung in Bezug auf eine antimikrobielle Therapie mit hinreichender
Sicherheit zu treffen.

Eine genauere Kenntnis viro/viraler und bakterio/viraler Interaktionen scheint jedoch das
Potential zu bergen, schwerwiegende invasive Infektionen zu vermeiden.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Bedeutung und Epidemiologie akuter Atemwegsinfektionen

Akute Infektionen der Atemwege (ARI) gehdren zu den haufigsten Erkrankungen
weltweit und fihren in Entwicklungsldndern die Todesursachenstatistik an. Selbst
in industrialisierten L&ndern, in denen kardiovaskulare und maligne
Krankheitsentitdten immer mehr an Bedeutung gewinnen, gehéren ARI zu den
haufigsten infektidsen Erkrankungen, die zum Tode fihren [1]. Im Jahre 2010
litten weltweit etwa 19 Millionen Kinder im Alter von bis zu 5 Jahren an einer
Infektion der tiefen Atemwege, hiervon verliefen etwa 1,4 Millionen Falle letal [2].
Im Bereich der Padiatrie finden sich bedrohliche Atemwegsinfektionen vor allem
bei soziobkonomisch benachteiligten Kindern [3, 4].

Obwohl in Deutschland Todesfélle durch akute Atemwegsinfektionen bei Kindern
eine Seltenheit sind, stellen sie jedoch eine nicht unwesentliche Belastung des
Gesundheitssystems dar. Jede vierte Konsultation eines niedergelassenen
Kinderarztes erfolgt aufgrund einer akuten Atemwegsinfektion [5] und die Inzidenz
der stationdren Aufnahme wegen einer Infektion der unteren Atemwege (LRI) bei
unter 16-Jahrigen liegt derzeit bei 625/100000 pro Jahr [6]. In den letzten
Jahrzehnten ist hier noch eine weitere Zunahme zu verzeichnen, so kam es in den
Jahren 1997-2002 zu einer Verdoppelung allein der durch Respiratory Syncytial
Viren (RSV) bedingten Hospitalisierungen [7]. Dementsprechend hoch ist das
Forschungsinteresse vor allem an Infektionen der unteren Atemwege, sowohl in
Industrienationen als auch in Entwicklungslandern [1].

Ein zentrales wissenschaftliches Problem ist dabei, dass die Diagnostik der akuten
Atemwegsinfektionen in Form von klinischer Symptomatik, konventioneller
Labordiagnostik und radiologischer Bildgebung haufig keinen eindeutigen
Ruckschluss auf den ursachlichen Erreger erlaubt, so dass auch virale Infektionen
haufig antimikrobiell therapiert werden. Auf diese Weise entstehen neben den
gesundheitsbkonomischen Belastungen auch potentiell gravierende Probleme in
Bezug auf die Pravalenz von Antibiotikaresistenzen.

Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer diagnostischer Methoden, die eine
schnelle und klare atiologische Zuordnung im Rahmen akuter Infektionen,
insbesondere der unteren Atemwege erlauben, von groBer Bedeutung.
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1.2 Nosologische Einteilung tiefer Atemwegserkrankungen

Als Infektionen der unteren Atemwege [lower respiratory tract infections (LRIs)]
werden alle Infektionen unterhalb der Stimmritze definiert (Abb.1). Diese stellt
beim spontan atmenden Patienten die Grenze dar, bis zu der kolonialisierende
Erreger der oberen Atemwege zu finden sind, und bis zu der mittels non-invasiver

Techniken respiratorische Proben gewonnen werden kénnen.

Obere Atemwege:
Mase
Mund
Pharynx
Larynx

Tiefe Atemwege:

Trachea
Bronchien
Bronchiolen
Alveolen

Abbildung 1: Einteilung der Atemwege. Modifiziert nach [8]

Im Wesentlichen unterscheidet man folgende LRI: Bronchitis, obstruktive
Bronchitis/Bronchiolitis, Bronchopneumonie, Interstitielle- und Lob&rpneumonie,
die wie folgt charakterisiert werden [6]:
Bronchitis:
Die Bronchitis ist eine Infektion der groBen Atemwege, im Wesentlichen der
Haupt- und Segmentbronchien. Auskultatorisch finden sich grobblasige
Rasselgerdusche und es besteht in der Regel keine obstruktive
Komponente. Radiologisch kénnen peribronchiale Verdichtungen
nachweisbar sein. Liegt zugleich eine Affektion der Trachea und des Larynx
vor, spricht man von einer Laryngotracheobronchitis, die klassischerweise
zusatzlich mit einer heiseren Stimme und inspiratorischem Stridor
einhergeht.
Obstruktive Bronchitis/ Bronchiolitis:
Die obstruktive Bronchitis betrifft im Gegensatz zur einfachen Bronchitis

auch die kleineren Atemwege und prasentiert sich mit klinischen Zeichen
einer Obstruktion in Form eines exspiratorischen Stridors. Bei einer
Bronchiolitis sind auch die kleinsten Atemwege, die Bronchiolen, involviert.
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Betroffen sind aufgrund der anatomischen Gegebenheiten vor allem
Sauglinge und Kleinkindern unter zwei Jahren. Radiologisch finden sich
h&ufig diffuse fleckige Verschattungen. Beiden Entitdten gemeinsam ist
eine pulmonale Uberblahung [9].

Da der Begriff der Bronchiolitis sehr uneinheitlich in verschiedenen Landern
bzw. Krankenh&ausern verwendet wird und die Diagnose haufig eher vom
Alter des Patienten oder vom Nachweis einer RSV-Infektion als von der
klinischen Symptomatik abhangig gemacht wird, werden diese beiden
Entitaten in der hier vorliegenden Arbeit zusammengefasst.

Bronchopneumonie/zentrale Pneumonie:

Die Bronchopneumonie ist eine akute Infektion des Lungengewebes, bei
der die Entzindung herdférmig um die Bronchien lokalisiert ist.
Radiologisches Korrelat ist die perihilare bzw. peribronchiale
Zeichnungsvermehrung. Wegen der begrenzten Eindringtiefe des
Stethoskops ist bei solchen zentralen pathologischen Prozessen haufig kein
auffalliger Auskultationsbefund zu erheben [10].

Lobarpneumonie:

Die Lobarpneumonie ist ebenfalls eine Infektion des Lungengewebes, bei
der sich das Infiltrat auf einen Lungenlappen oder ein Segment beschrankt.
In der kérperlichen Untersuchung lassen sich hierflr Hinweise in Form
eines abgeschwachten Klopfschalles, eines abgeschwéachten
Atemgerausches oder feinblasiger Rasselgerausche in dem
entsprechenden Segment feststellen.

Interstitielle Pneumonie:

Hier sind nicht die Alveolen sondern die dazwischen liegenden
Bindegewebsstrukturen entziindlich verandert. Die Diagnose lasst sich
radiologisch stellen, das Réntgenbild zeichnet sich durch eine
retikulonoduléres Verschattungsmuster aus [11].
Allen Entitaten gemein sind Husten (produktiv/unproduktiv), eine vermehrte
Sekretproduktion, ein reduziertes Allgemeinbefinden und méglicherweise Fieber.
Bei padiatrischen Patienten wird zudem haufig eine reduzierte Nahrungs- und
Flussigkeitsaufnahme beobachtet. Je nach Schweregrad der Erkrankung kann es
in allen Fallen auch zu einer unzureichenden Oxygenierung, in der Regel in
Verbindung mit einer Tachydyspnoe kommen.
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Zwischen den beschriebenen Krankheitsbildern bestehen
Uberlappungsméglichkeiten und somit das Risiko von Fehlklassifikationen,
insbesondere bei jingeren Patienten.

1.3 Erregerspektrum tiefer Atemwegserkrankungen

Als Verursacher tiefer Atemwegserkrankungen kommen diverse verschiedene
Mikroorganismen in Frage. Die Mehrzahl der Erkrankungen ist mit einem
prozentualen Anteil von 60-70% viral bedingt [12, 13]. Dies trifft insbesondere bei
Kindern unter 2 Jahren zu, wohingegen bei alteren Kindern im Verhéltnis haufiger
bakterielle Infektionen zu finden sind. Die haufigsten bakteriellen Erreger tiefer
Atemwegserkrankungen sind Streptokokkus pneumoniae (S.pneumoniae),
Haemophilus influenzae (H.influenzae), Staphylokokkus aureus (S.aureus) und
Mykoplasma pneumoniae (M.pneumoniae) [7]. Bei den drei zuerst genannten
Erregern handelt es sich um Keime, die potentiell Teil der normalen Standortflora
des Nasopharynx sein kénnen, so dass deren Nachweis in den oberen
Atemwegen schwer zu interpretieren ist [14]. Dahingegen gilt der Nachweis nicht
kolonisierender Erreger, wie Mykoplasma pneumoniae, in Kombination mit der
typischen respiratorischen Symptomatik als beweisend fiir eine akute Infektion
[15]. Bei Detektion respiratorischer Viren in den oberen Atemwegen kann bei
einigen (z.B. RSV, Influenza) von einem &tiologischen Zusammenhang zur
vorliegenden Symptomatik ausgegangen werden, bei anderen (z.B. Rhinoviren,
Bocavirus) ist dieser Rickschluss wegen einer hohen Nachweisquote auch bei
asymptomatischen Patienten nicht unmittelbar méglich [16, 17]. Die bei Kindern in
Deutschland am haufigsten nachgewiesenen respiratorischen Viren sind Influenza
Virus Typ A und B, Parainfluenza Typ 1-3 (PIV), Respiratory Syncytial Virus
(RSV), Humane Metapneumoviren (HMPV), Rhinoviren (HRV), Enteroviren (EV),
Coronaviren (CoV), Adenoviren (HAdV) sowie Bocaviren (HBoV) [6, 18].

1.3.1 Virale Erreger

Allen respiratorischen Viren ist gemein, dass sie die Epithelien der Atemwege
infizieren und abhangig vom zytopathogenen Effekt des einzelnen Virus und der
resultierenden Immunantwort des Wirts unterschiedlich schwere Erkrankungen

verursachen.
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Die folgende Tabelle stellt die humanpathogen relevanten respiratorischen Viren
dar.

Tabelle 1: Humanmedizinisch relevante respiratorische Viren [19]

Virusfamilie Unterfamilie Fir respiratorische Infektionen
relevante Subtypen/Serovare
Picornaviren Enteroviren A-D,
e Serovare 68 und 69
(Enteroviren)
e 103 Serovare (Rhinoviren)
Coronaviren Coronaviren 229E
0OC 43
NL 63
HKU-1
Paramyxoviren Respirovirus: 1,3
Parainfluenzavirus
Rubulavirus: 2,4
Parainfluenzavirus
Pneumovirus: A, B
Respiratory Syncytial
Virus
Metapneumovirus: A, B
Humanes
Metapneumovirus
Orthomyxoviridae Influenzavirus A, B, C
Adenoviridae Adenovirus A-F, Serovare 1-51
Parvoviridae Humanes Bocavirus

1.3.1.1 Respiratory Syncytial Virus (RSV)

Das Respiratory Syncytial Virus (RSV) wurde Ende der 1950er Jahre erstmalig
isoliert und durch Robert M. Chanock beschrieben [20]. Es ist ein weltweit
verbreiteter Erreger und bedeutendster Verursacher respiratorischer Infekte im
Kindheitsalter [21].

Das RS-Virus gehort zur Familie der Paramyxoviridae (Subfamilie Pneumovirinae,
Genus Pneumovirus). Es ist ein umhdilltes Virus mit einzelstrangiger RNA (ss(-)
RNA), die 10 Gene kodiert, die 11 verschiedene Proteine exprimieren (s. Abb. 2).
Mit RSV A und B existieren derzeit zwei verschiedene Virus Stdmme, die anhand
der differierenden Antigenstruktur des G —Proteins unterschieden werden kénnen
[23]. Beide Subtypen kénnen phylogenetisch noch in 11 (RSV A) bzw. 17 (RSV B)
Genotypen unterschieden werden, diese Differenzierung besitzt jedoch
wahrscheinlich keine klinische Relevanz [24].
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Abbildung 2: RSV- schematische Strukturdarstellung; modifiziert nach [22]

RSV ist als Trépfcheninfektion hoch kontagidés und verursacht jahrliche Epidemien
in den Monaten November bis April. Dadurch bedingt kommt es in der Regel bei
allen Kindern bis zum zweiten Lebensjahr zu einer Infektion und Serokonversion
[25].

In 33% der Infektionen sind neben den oberen auch die unteren Atemwege
betroffen [26], hierdurch kommt die Mehrzahl der RSV assoziierten
Hospitalisierungen bei Kindern zustande [7].

1.3.1.2 Rhinovirus (HRV)

Rhinoviren gehdren zur Familie der Picornaviridae und sind kleine, nicht umhlite
Viren mit einem einzelstrangigen RNA-Genom (ss(+)RNA). Es sind tber 100
Serotypen mit genetischer Variabilitat bekannt. Sie werden fir 50-80% der
Infektionen der oberen Atemwege und gewdhnliche grippale Infekte verantwortlich
gemacht [27].

Die Rolle der Rhinoviren auch als Erreger tiefer Atemwegserkrankungen wird in
den letzten Jahren zunehmend deutlich [13, 28]. Einer spanischen Studie von
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Calvo et al. zufolge sind Rhinoviren nach RSV die zweithaufigste Ursache fir die
stationare Behandlung von Kindern unter zwei Jahren [27]. Die Haufigkeit von
Rhinovirus-Nachweisen auch in der gesunden Allgemeinbevélkerung macht

jedoch die Beurteilung der Kausalitat in Bezug auf LRI schwierig [29].

1.3.1.3 Influenza

Influenzaviren gehdéren zur Familie der Orthomyxoviridae. An humanpathogen
relevanten Organismen werden die Subtypen A und B entsprechend ihrer
Nukleokapsid-Proteine differenziert. Influenzaviren sind umhlite Viren und
verfligen Uber ein segmentiertes ss(-) RNA-Genom. Durch das segmentierte
Genom ist ein Reassortment einzelner RNA-Fragmente mdglich, was zu einer
Neukombination der Oberflachenglykoproteine Hamaglutinin(H) und der
Neuraminidase(N) flhrt (Antigenshift). Insgesamt sind derzeit 16 verschiedene
Hamaglutinine und 9 verschiedene Neuraminidasen bekannt. Auf diese Weise
entstehen Subtypen, die sich erheblich von den zuvor zirkulierenden Varianten
unterscheiden und so in regelmaBigen Abstanden zu Pandemien flhren.
Bekannte Beispiele hierfir sind die ,Spanische Grippe® 1918—1920 mit weltweit
25 Millionen Todesopfern oder die HIN1 Pandemie 2009/2010, die in etwa 20.000
Fallen letal verlief [30].

Die veranderte Antigenitat durch eine hohe Punktmutationsrate innerhalb der
Aminosauresequenz des (H) und (N) Antigens wird als Antigendrift bezeichnet und
fuhrt zu jahrlichen regionsgebundenen Epidemien mit einer Infektion von ungefahr
5-20% der Bevdlkerung [31].

Etwa 4-8% der Influenza-Infektionen bei ansonsten gesunden Patienten im Alter
von 5-50 Jahren manifestieren sich als Pneumonie [32].

1.3.1.4 Adenovirus (HAdV)

Adenoviren sind doppelstrangige, nicht behllte DNA-Viren, die zur Familie der
Adenoviridae gehdéren. Sie werden in die Subgenera A-F unterteilt, von denen B,
C, E und F respiratorische und enterale Infektionen bei Kindern verursachen [32].
Insgesamt sind 51 Serotypen bekannt, welche variable Krankheitsbilder
hervorrufen.

Adenoviren werden fur etwa 5-10% der Atemwegserkrankungen bei Kindern
verantwortlich gemacht [33]. Der Verlauf ist hdufig milde und selbstlimitierend,
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hinterlasst aber nur eine serotypische Immunitat, so dass wegen der Typenvielfalt
ahnlich den Rhinoviren wiederholte Infektionen mdglich sind. Neben
Atemwegsinfektionen gehdren Adenoviren mit Rota- und Noroviren zu den
haufigsten Erregern viraler Gastroenteritiden [34].

Laborchemisch verursachen Adenoviren im Gegensatz zu anderen
Virusinfektionen haufig erhéhte Entziindungsparameter. So liegt etwa bei jeder
finften Adenovirus-Infektion das C-reaktive Protein (CrP) Uber 7 mg/dl [35]. Daher
werden insbesondere Adenovirus-Infektionen haufig unnétig antimikrobiell
behandelt, was durch eine friihzeitige und exakte Erregerdiagnostik vermieden

werden konnte.

1.3.1.5. Enteroviren

Enteroviren sind kleine, unbehdillte Viren mit einem linearen RNA-Genom
(ss(+)RNA). Wie die Rhinoviren gehéren sie zur Familie der Picornaviridae,
Gattung Enterovirus. Entsprechend der aktuellen Taxonomie werden Enteroviren
derzeit in vier Spezies unterteilt (Enterovirus A-D), welche insgesamt 89
Serotypen umfassen. Die verschiedenen Serotypen sind flr unterschiedliche
klinische Krankheitsbilder verantwortlich (s. Tabelle 2) [36].

Tabelle 2: Symptomatik von Enterovirus-Infektionen in Abhangigkeit vom Subtyp [37]

Klinische Symptome Enterovirustyp

Bronchiolitis und Pneumonie 68

Akute hamorrhagische Konjunktivitis 70

Aseptische Meningitis 71

Guillan-Barré-Syndrom 70,71, 85-89, 90, 91, 96, 97, 100
Meningoenzephalitis 70,71

Hand-, FuB- und Mundkrankheit 71

Bei Kindern sind Atemwegsinfekte die zweithaufigste Manifestation einer

Enterovirus-Infektion. Fir 9-25% der wegen einer Bronchiolitis/obstruktiven
Bronchitis stationar behandelten Kinder werden Enteroviren verantwortlich
gemacht [38]. In erster Linie sind hierfir der Virustyp 68 (Pneumonien und
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Bronchiolitiden) und der Virustyp 71 (influenzadhnliche Erkrankungen) ursachlich
(s.Tabelle 2).

1.3.1.6 Parainfluenzaviren (PIV)

Parainfluenzaviren (PIV) gehéren zur Familie der Paramyxoviridae. Es handelt
sich um umhdllte Viren mit einzelstrangigen RNA-Genom(ss(-)RNA). Die
Parainfluenzaviren Typ 1 und 3 gehdren innerhalb der Familie der
Paramyxoviridae der Gattung der Respiroviren an, wahrend Parainfluenza Typ 2
und 4 zu den Rubulaviren gehéren.

Parainfluenzaviren infizieren nahezu ausschlieBlich die Atemwege und kénnen mit
jeder Form von Atemwegsinfektionen assoziiert sein. Infektionen sind haufig, bis
zum dritten Lebensjahr ist bei nahezu jedem Patienten die Primérinfektion erfolgt.
Etwa jede flnfte Infektion verlauft jedoch asymptomatisch. Parainfluenza Typ 1 ist
der klassische Erreger der Laryngotracheobronchitis. An tiefen
Atemwegsinfektionen verursachen Parainfluenzaviren Bronchiolitiden,
Bronchitiden und Pneumonien [39]. Bei Kindern unter 6 Monaten ist PIV Typ 3
nach RSV der zweithaufigste Erreger einer Bronchiolitis. In 9-30% der wegen
eines Atemweginfektes hospitalisierten Kinder erfolgt der Nachweis von

Parainfluenzaviren, meist von Subtyp 3 [40].

1.3.1.7 Bocaviren

Das Bocavirus ist ein erstmals im Jahre 2005 durch eine schwedische
Arbeitsgruppe beschriebenes Virus [41]. Es gehoért zur Familie der Parvoviridae
und ist damit ein nacktes Virus mit linearer, einzelstrangiger DNA (ssDNA).
Bocaviren wurden als vierthaufigster Erreger bei Kindern mit obstruktiver
Atemwegserkrankung nachgewiesen, in 76% der Falle jedoch als Koinfektion mit
anderen Viren [41, 42]. Die Nachweisquote bei respiratorischen Infekten zeigt je
nach Studie deutliche Variationen und liegt bei 2-19% [17].

Die Tatsache, dass auch in 43% der nasopharyngealen Aspirate (NPA) von
asymptomatischen Patienten mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) Bocaviren
nachgewiesen werden konnten, erschwert die Interpretation der Befunde [43]. Ein
Grund fir diese hohe Nachweisrate mag darin liegen, dass Parvoviren allgemein
nach einer Infektion lange persistieren. Die Knlpfung eines pathogenetischen
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Zusammenhangs zwischen Bocavirusnachweis und bestehender Symptomatik
wird daher aktuell noch kritisch diskutiert [44, 45].

1.3.1.8. Humanes Metapneumovirus (HMPV)

Das Humane Metapneumovirus wurde 2001 erstmals in den Niederlanden
identifiziert [46]. HMPV gehért wie das RS-Virus zur Familie der Paramyxoviridae,
Gattung Pneumoviren und ist ein behdlltes RNA Virus mit einzelstrangigen Genom
(ss(-)RNA). HMPV gliedert sich in die Stamme HMPV A und B und kann noch
jeweils in die beiden Subtypen A1 und A2 bzw. B1 und B2 unterteilt werden. Das
Virus findet sich weltweit mit einer Inzidenz, die zwischen 1,5% und 25% variiert
[47]. Das Auftreten der Infektionen unterliegt einem saisonalen Rhythmus, der sich
mit dem der RSV-Infektionen Uberschneidet [48].

Die Symptomatik einer HMPV-Infektion ist klinisch von einer RSV Infektion nicht
zu unterscheiden, der Verlauf ist in der Regel jedoch weniger schwerwiegend.
Asymptomatische Infektionen sind jedoch untypisch [49]. Einigen Studien zufolge
ist HMPV nach RSV der zweithaufigste Erreger von Bronchioltitiden [49]. Es wird
geschatzt, dass HMPV bis zu 17% der LRI im Kindheitsalter verursacht [50].

1.3.1.9 Coronaviren (CoV)

Coronaviren gehdren zur Familie der Coronaviridae, sind behllt und verfligen
tber eine einzelstrangige RNA (ss(+)RNA). Es bestehen sechs verschiedene
humanpathogene serologische Gruppen. Coronavirus OC 43 und 229 E sind seit
den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts bekannt und wurden vielfach als
Verursacher harmloser respiratorischer Infekte beschrieben [51]. Das vor kurzem
identifizierte Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus (SARS-CoV)
verursachte 2000-2003 eine Pandemie und fUhrte dabei zu Pneumonien mit einer
Mortalitat von bis zu 50%. Das SARS-CoV zirkuliert aktuell nicht mehr, die
Pandemie flhrte allerdings zu neuerlichem Interesse an der Erforschung der
Coronaviren, so dass die Subtypen Coronavirus NL 63 [52] und HKU 1 im
weiteren Verlauf identifiziert wurden [53]. Ersterer fand sich in einer Studie bei
43% der Patienten mit Laryngotracheobronchitis [54].

Die HKU 1-Nachweisrate ist mit 0,3-1% bei respiratorischen Infekten gering, die
Relevanz dieses Subtypen bleibt daher noch unklar [55].

10
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10 Jahre nach der SARS-Pandemie wurde im Jahre 2012 mit dem Middle East
Respiratory Syndrome-Coronavirus (MERS-CoV) erneut eine Subspezies
beschrieben, deren Infektion haufig mit einem fatalen Verlauf assoziiert ist. Von
den aktuell bestatigten 81 Infektionen (Stand Juli 2013) verliefen 45 letal [56, 57].
Unklar ist jedoch, ob es sich hier nur um die Spitze des Eisberges handelt und es
bedeutend mehr Infektionen mit mildem oder asymptomatischem Verlauf gibt.
Ebenso besteht aktuell keine genaue Kenntnis iiber den Ubertragungsweg oder
ein mogliches tierisches Reservoir [58]. Der weitere epidemiologische und
klinische Verlauf der MERS-CoV-Infektionen bleibt abzuwarten.

1.3.2 Bakterielle Erreger

Bakterielle Erreger haben unter den Entitaten der tiefen Atemwegserkrankungen
die gréBte Relevanz als Verursacher von Pneumonien. Hier erfolgt der Nachweis
eines Bakteriums als auslésendes Agens in 40-50% der Falle [13, 14, 59, 60].
Die haufigsten bakteriellen Erreger ambulant erworbener Pneumonien sind
Streptokokkus pneumoniae, Haemophilus influenzae und Moraxella catharralis mit
50%, 38% bzw. 28%. Haufig werden zeitgleich virale Erreger nachgewiesen [13,
59]. Auch bei obstruktiven Bronchitiden/Bronchiolitiden, bei denen primar von
einer viralen Genese ausgegangen wird, konnte in nahezu 20% der Félle eine
Serokonversion in Bezug auf ein Bakterium festgestellt werden. Die hier am
haufigsten identifizierten Erreger sind S.pneumoniae (8%), M.pneumoniae (5%),
C.pneumoniae (3%), H.influenzae (2%) und M.catharralis (1%) [61]. Die Atiologie
eines tiefen Atemwegsinfektes einem bakteriellen Erreger zuzuordnen ist auf der
Grundlage eines kulturellen Nachweises aus nicht invasiv gewonnenen Proben
insgesamt schwierig. Dies liegt daran, dass nahezu alle oben genannten Erreger
zu einem bestimmten Prozentsatz den oberen Nasenrachenraum gesunder
Menschen kolonialisieren [62]. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede in
ihrer kulturellen Nachweishaufigkeit aus den oberen Atemwegen zwischen
Kindern mit LRI und gesunden Kindern [14].

1.3.2.1 Streptokokkus pneumoniae (Pneumokokken, S.pneumoniae)

Pneumokokken sind grampositive, bekapselte Diplokokken. Anhand der sie

umgebenden Polysaccharidkapsel kénnen Uber 90 verschiedene Serotypen

11
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identifiziert werden. 3/4 der invasiven Pneumokokken-Infektionen kénnen jedoch
auf nur 10 verschiedene Serotypen zurtickgefiihrt werden [63].

Neben Infektionen der oberen Atemwege (Sinusitiden, Otitiden) verursachen
Pneumokokken schwerwiegende Pneumonien, Meningitiden und Bakteridmien mit
unklarem Fokus. S.pneumoniae ist mit 13,8 Millionen Fallen jahrlich weltweit der
haufigste Verursacher bakterieller Pneumonien [64].

In Deutschland lag basierend auf einer Erfassung der ,Erhebungseinheit fir
seltene padiatrische Erkrankungen in Deutschland“ (ESPED) die Zahl invasiver
Pneumokokken-Infektionen in den Jahren 1997 bis 1999 bei etwa 1000 Fallen pro
Jahr. Nach Einfihrung der Pneumokokken-Indikationsimpfung mit dem 7-valenten
Konjugatimpfstoff im Jahre 2001, welche 2006 zu einer generellen
Impfempfehlung erweitert wurde, ist die Inzidenz invasiver Pneumokokken
Erkrankungen um 50% zurtickgegangen [65].

Problematisch ist die Zunahme penicillinresistenter Pneumokokkenstamme in
Europa und die Entstehung von Makrolidresistenzen. Hierbei sind in Deutschland
die Penicillinresistenzen mit 5,5 % und die Makrolidresistenzen mit 16,2 % im
europaweiten Vergleich noch relativ niedrig [66, 67]. Diese Entwicklung
unterstreicht jedoch die Notwendigkeit eines méglichst rationalen und gezielten
Einsatzes antimikrobieller Wirkstoffe.

1.3.2.2 Moraxella catharralis (M.catharralis)

M.catharralis sind gramnegative, unbekapselte Diplokokken. Es werden die
Serotypen A-C anhand des Lipooligosaccharids unterschieden. M.catharralis kann
nahezu jede Art oberer und unterer Atemwegsinfektionen bedingen [68]. Als
Verursacher von 10-20% der Otitiden im Kindesalter handelt es sich nach
H.influenzae und S.pneumoniae um den dritthaufigsten Erreger dieses
Krankheitsbildes. Gleichzeitig liegt bei Kindern in bis zu 75% der Félle eine
Kolonialisierung des Nasenrachenraums mit M.catharralis vor. Bis zum
Erwachsenenalter nimmt diese auf 1-5% ab [69].

Auch hier finden sich vergleichbar zu den Pneumokokken zunehmend
Resistenzentwicklungen. Die Rate an Betalactamase bildenden Moraxellen liegt
aktuell bei 95% [70], wobei die Resistenzlage bezliglich anderer Antibiotika derzeit
noch relativ stabil ist [68].

12



1. Einleitung
1.3.2.3 Haemophilus influenzae (H.influenzae)

Haemophilus influenzae ist ein kokkoides, gramnegatives, sporenloses Stabchen.
Es existieren bekapselte und unbekapselte Stdmme. Anhand des Aufbaus der
Polysaccharidkapsel werden 6 Serotypen unterschieden (a-f), hiervon verursacht
vor allem H.influenzae Typ B (HiB) schwerwiegende invasive Infektionen. Durch
die Einfihrung der generellen HiB-Schutzimpfung ist deren Inzidenz dramatisch
gesunken [71]. Unbekapselte und damit nicht typisierbare H.influenzae Stamme
(NTHI) galten vor Einfihrung der HiB-Impfung gemeinhin als Bestandteil der
Standortflora des Nasenrachenraums und als Verursacher lokaler Infektionen, vor
allem von Otitiden und Sinusitiden. In L&ndern mit HiB-Impfprogrammen gewinnen
sie nun an Aufmerksamkeit wegen ihrer zunehmenden Bedeutung auch als
Erreger invasiver Infektionen [72]. lhre Rolle in der Pathogenese tiefer
Atemwegsinfektionen ist nach aktuellem Kenntnisstand noch unklar [73]. Etwa 20-
35% der H.influenzae Stdmme sind Betalactamase-Bildner und damit Ampicillin

resistent [74].

1.3.2.4 Staphylokokkus aureus (S.aureus)

Staphylokokken sind nicht bewegliche, grampositive Kokken und kolonialisieren in
25-30% die Haut und die Atemwege gesunder Menschen, in erster Linie das
Vestibulum nasi. Sie verursachen klassischerweise Haut- und
Weichteilinfektionen. Hiervon ausgehend kann es zu disseminierten
Organabszessen, bakteriellen Arthritiden oder Osteomyelitiden kommen. Als
Erreger von Infektionen der oberen Atemwege hat S.aureus nur eine
untergeordnete Bedeutung [75-77]. Pneumonien durch S.aureus treten
vornehmlich im Sauglingsalter auf, wobei in den letzten 5 Jahren zunehmend Falle
Panton-Valentine-Leukozidin (PVL) bildende Stamme als Ausléser schwerster
hamorrhagisch-nekrotisierender Pneumonien aufgetreten sind [78].
Staphylokokken-Stamme sind mit zunehmender Tendenz Penicillinase-Bildner
und daher zu 30-50% Penicillin resistent. Gerade als nosokomiale Erreger stellen
mehrfach resistente Stamme, die gegen Methicillin (MRSA), aber auch gegen
nahezu alle anderen Betalaktam-Antibiotika resistent sind, ein Problem dar. Diese
finden sich in Stdeuropa mit einer Haufigkeit von ca. 50%. In Deutschland liegt die
Rate insgesamt bei 18-20% [79]. Nach ESPED-Erhebung aus dem Jahre 2010 lag
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die MRSA-Rate bei Kindern mit invasiven S.aureus Erkrankungen mit 5% jedoch

noch deutlich niedriger [80].

1.3.2.5 Mykoplasma pneumoniae (M.pneumoniae)

Mykoplasma pneumoniae ist ein Bakterium der Familie der Mycoplasmataceae.
Mykoplasmen sind die kleinsten, sich selbststéndig replizierenden Organismen.
In etwa 50% der Félle flhrt eine M pneumoniae Infektion zu einem LRI. Vor allem
Kinder im Alter von funf bis fiinfzehn Jahren sind bei einer Infektion gefahrdet,
eine Bronchopneumonie zu entwickeln [81]. Es wird geschatzt, dass 15-20% der
ambulant erworbenen Pneumonien durch Mykoplasmen verursacht werden [82].

1.3.2.6 Chlamydia pneumoniae (C.pneumoniae)

Chlamydia pneumoniae ist ein gramnegatives, obligat intrazellulares Bakterium,
welches zur Familie der Chlamydiaceae gehért. Eine Infektion mit C.pneumoniae
tritt vermehrt zwischen dem flinften und vierzehnten Lebensjahr auf. Der Verlauf
ist in der Regel mild [83]. Auf der Basis mehrerer Studien wird vermutet, dass etwa
10% der ambulant erworbenen Pneumonien und ca. 5% der Bronchitiden durch
Chlamydia pneumoniae verursacht werden [84].

1.4 Diagnostik tiefer Atemwegsinfektionen

Wie viele andere Erkrankungen basiert die Diagnostik tiefer Atemwegsinfektionen
auf Anamnese, klinischer Untersuchung, laborchemischer Diagnostik,
radiologischer Bildgebung, Infektionsserologie und dem direkten Erregernachweis

aus Korperflissigkeiten [85].

1.4.1 Anamnese

Die Patienten klagen in der Regel Gber Husten in Verbindung mit einem
allgemeinen Krankheitsgefihl, ggf. auch grippalen Beschwerden wie Myalgien,
Arthralgien und Cephalgien. Haufig bestehen auch Fieber oder subfebrile
Temperaturen, seltener eine Hypothermie. Da oft gleichzeitig ein Infekt der oberen
Atemwege vorliegt, berichten die meisten Patienten zusatzlich Gber Schnupfen,
Ohren- und Halsschmerzen. Bei pleuraler Beteiligung kénnen auch
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Thoraxschmerzen vorliegen. Krankheitsprozesse in den basalen Lungenanteilen
filhren zu Bauchschmerzen und Ubelkeit. Bei schweren Verlaufsformen klagen die
Patienten Gber Atemnot, im Sauglingsalter ist das Auftreten von Apnoen mdglich
[86].

1.4.2 Klinischer Untersuchungsbefund

Die klinische Untersuchung gliedert sich in Inspektion, Auskultation und
Perkussion.
Inspektion:
Bei der Inspektion muss primar der Allgemeinzustand des Patienten
beurteilt werden, da dieser fir die weitere Therapiegestaltung von grof3er
Bedeutung ist. Zu differenzieren ist ob der Patient rosig, mit guter
peripherer Durchblutung ist oder blass, zentralisiert, bei schlechter
Oxygenierung moéglicherweise auch zyanotisch.
Klinische Zeichen der pulmonalen Symptomatik sind eine erhdhte
Atemfrequenz, Dyspnoe mit Nasenfliigeln, pulmonale Einziehungen
(subcostal, intercostal, jugular), unphysiologische Schaukelatmung (v.a. bei
Sauglingen) und ggf. der Einsatz der Atemhilfsmuskulatur bei groBeren
Patienten. Bei obstruktiven Erkrankungen kann der Aufbau eines positiven
endexspiratorischen Druckes (Auto-PEEP) durch Stéhnen oder den Einsatz
der Lippenbremse den Patienten Erleichterung verschaffen.
Auskultation:
Auskultatorisch kénnen bei einer Pneumonie im Falle eines kompakten
pneumonischen Infiltrates ein abgeschwéachtes Atemgerausch oder
klassischerweise lokalisierbare, feinblasige, ohrnahe Rasselgerausche
auffallen. Differentialdiagnostisch ist bei einem abgeschwachten
Atemgerausch auch an einen Pleuraerguss, eine Atelektase, einen
Pneumothorax oder eine Verlegung der Atemwege durch einen
Fremdkdrper zu denken.
Fortgeleitete Rasselgerausche aus dem oberen Nasenrachenraum sind
trocken und grobblasig, ein inspiratorischer Stridor wird durch eine
Schwellung im Bereich des Larynx hervorgerufen. Brummen entsteht durch
flotierendes Sekret oder entziindliche Veranderungen der gréBeren
Atemwege und Bronchien. Zu Giemen und Pfeifen kommt es, wenn durch
Schleimhautschwellung oder Sekret der Ubertritt der Luft von den kleinen
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Atemwegen (Bronchiolen) in die gréBeren Atemwege behindert ist. Der
Verschiebung des In- zu Exspirationsverhaltnisses zugunsten der
Exspiration liegt eine pulmonale Obstruktion zugrunde [87].

Perkussion

Perkutorisch lasst sich im Falle eines entzindlichen Infiltrates ein
abgeschwachter Klopfschall feststellen. Bei pulmonaler Uberbl&hung ist
dieser hypersonor. Weiteres Zeichen einer Uberblahung, welches bei
sorgfaltiger klinischer Untersuchung perkutorisch feststellbar ist, ist ein
tiefstehendes Zwerchfell.

1.4.3 Laborchemische Untersuchungen

Die Bestimmung laborchemischer Entziindungsparameter bei tiefen
Atemwegsinfektionen erfolgt, um einen Anhalt fir den Schweregrad der
Erkrankung zu bekommen und dem behandelnden Arzt einen Hinweis bezlglich
der Atiologie (viral versus bakteriell) zu geben. Zu den am haufigsten verwendeten
Parametern gehéren die Anzahl der Leukozyten, das Differentialblutbild, das C-
reaktive Protein (CrP), Interleukin 6 (IL6), Procalcitonin und die
Blutplattchensenkungsgeschwindigkeit (BSG). Die Bedeutung der einzelnen
Parameter im Rahmen der klinischen Diagnostik bleibt trotz zahlreicher Studien
umstritten.

Beispielsweise werden bei nachgewiesenen viralen Infektionen Uberschreitungen
der Grenzwerte der laborchemischen Entziindungsparameter insgesamt zwar
seltener beobachtet (CrP > 8 mg/dl, oder Leukozyten >17.000, oder Procalcitonin
Uber 0,84 ug/L, oder BSG >63 mm/h), Sensitivitdt und Spezifitat liegen jedoch nur
knapp Uber 60% [88]. Die alleinige Bestimmung der laborchemischen
Entzindungswerte erlaubt damit keine sichere Unterscheidung zwischen viraler
und bakterieller Genese. Andere Studien fanden Uberhaupt keine [89] oder nur
sehr geringe [90] Unterschiede der laborchemischen Entziindungsparameter bei
Kindern mit viralen oder bakteriellen Infektionen. Dementsprechend unzureichend
waren die positiven und negativen Vorhersagewerte der entsprechenden
Laborbefunde.

Zusammenfassend ist daher aktuell selbst bei einer Kombination mehrerer
laborchemischer Infektionsparameter keine sichere Differenzierung zwischen

bakteriellen und viralen Infektionen méglich [91-93].
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1.4.4 Radiologische Bildgebung

Die radiologische Bildgebung in Form einer R6ntgen-Thorax-Aufnahme erleichtert

in einigen Fallen die Klassifizierung tiefer Atemwegserkrankungen.

Folgende pathologischen Befunde kénnen bei LRI erhoben werden [94]:

1.
2.

@

Abbildung 3 a-c: Radiologische Bilder einer Bronchopneumonie, Lob&rpneumonie und

Alveolares Infiltrat: mit Flussigkeit geflllte Alveolen

Positives Bronchoaerogramm: verzweigte transparente Linie, welche
luftgeflllte Bronchien darstellt, die sich gegenlber den umgebenden
entzindlich verdichteten Alveolen abheben

Infiltrate (,Consolidation): dichte, haufig homogen konfluierende alveolare
Infiltrate, welche ganze Segmente oder Lungenlappen betreffen kébnnen
Atelektase: Volumenverlust einen Lungenabschnittes durch Resorption der
intraluminalen Luft distal einer Obstruktion der Luftwege. Das kollabierte
Lungengewebe stellt sich verdichtet dar.

Interstitielles Infiltrat: beinhaltet peribronchiale Verdichtungen und Areale
kleinster Atelektasen.

interstitiellen Pneumonie [11, 95]
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Klinisch wird in der Regel bei einem alveolaren oder lobaren Infiltrat (Abb. 3) von
einer bakteriellen Genese ausgegangen, wahrend bei einer diffusen bilateralen
Zeichnungsvermehrung eher eine virale oder atypische Atiologie vermutet wird.
Die Zulassigkeit dieser Annahme ist bereits Gegenstand zahlreicher Studien
gewesen, mit dem Ergebnis, dass die Wahrscheinlichkeit einer bakteriellen
Infektion bei alveolaren Infiltrationen zwar erhdht ist, Sensitivitat und Spezifitat der
Befunde aber alleine nicht ausreichen, um anhand dessen eine Entscheidung Gber

die Notwendigkeit einer antibiotischen Therapie zu treffen [96, 97].

Ein weiterer Nachteil der Rdontgen-Thorax-Aufnahme ist die niedrige Intra- und
Interobserver-Reliabilitat. Wahrend noch relativ gute Ubereinstimmungen in der
Diagnose alveolarer Infiltrate mit Kappa-Werten von 0,7 bis 0,8, und dem
radiologischen Ausschluss einer Pneumonie bestehen, kommt es bei Diagnosen
wie der interstitiellen Pneumonie oder peribronchialer Zeichnungsvermehrung zu
erheblichen Abweichungen [98-101].

1.4.5 Direkter und indirekter Erregernachweis

Ein Erregernachweis kann sowohl direkt, mittels Kultur, ELISA oder Antigen-
Immunoassay, als auch indirekt mittels Bestimmung von Antikdrpertitern erfolgen,
wobei bei Letzteren nur der Nachweis eines Anstiegs der Antikdrpertiter
beweisend fir eine Infektion ist. Da hierzu zwei Seren in einem gewissen
zeitlichen Abstand untersucht werden missen, erlaubt dieses Verfahren keine
zeitnahe Diagnosestellung. Antikbrpernachweise sind daher eher zur
retrospektiven Sicherung einer Diagnose und zu Forschungszwecken geeignet
[102].

Beziglich der direkten Diagnostik hat sich das Verfahren des Antigen-
Immunoassays wegen mangelnder Sensitivitat nicht etabliert. Antigen-Elispots
werden dagegen in einer ganzen Reihe von Zentren zur Durchfiihrung von
Schnelltests verwendet. Anwendung finden sie z.B. bei RSV und Influenza A und
B. Die Sensitivitat ist im Falle von RSV zufriedenstellend mit 71-95%, im Falle der
Influenzaviren variiert sie jedoch stark zwischen 10 und 96% [102].

Die Kultur als direkter Erregernachweis qilt flr viele respiratorische Viren als
Goldstandard, weist aber ebenfalls verschiedene limitierende Faktoren auf. So ist
ein Wachstum nur mit vitalen, vermehrungsféhigen Mikroorganismen méglich, was

hohe Anspriiche an Probengewinnung, Bearbeitung und Logistik stellt. Dartber
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hinaus sind Erreger, die keinen zytopathogenen Effekt haben, nicht nachweisbar
(z.B. HMPV) und virale Koinfektionen sind nicht zuverlassig zu diagnostizieren.
Der Nachweis einiger Viren bedarf langer Kultivierungszeiten. Eine kulturelle
Diagnostik ist daher nur von eingeschranktem Wert in der Akutphase der
Erkrankung [103].

Die Methodik mit dem héchsten diagnostischen Potential ist derzeit die
Polymerasekettenreaktion (PCR), mit der durch den Einsatz der reversen
Transkriptase neben dem Nachweis viraler DNA auch der Nachweis von RNA
innerhalb weniger Stunden mdglich ist. Die Vorteile einer PCR gegenliber
konventionellen Techniken sind bereits gut untersucht [104]. Da im Falle tiefer
Atemwegsinfektionen ein breites Spektrum an Erregern atiologisch infrage kommt,
ist die PCR Untersuchung auf ein einzelnes Virus jedoch ineffizient.

Trotz der Vielzahl der Methoden ist der Nachweis eines kausalen Agens nur in 40-
85% der LRI erfolgreich. Das beste Ergebnis konnte in einer finnischen Studie
durch Kombination von PCR, Kultur, Immunfluoreszenz und Nachweis
spezifischer Antikdrper mittels ELISA erreicht werden. Die Nachweisrate bei
ambulant erworbenen Pneumonien lag hier bei 85% [13]. Mit der Entwicklung der
Multiplex-PCR, in der viele verschiedene Pathogene parallel analysiert werden
kdénnen, existiert seit einigen Jahren nun eine alternative diagnostische Methodik
mit dem Potential, die Nachweisquote in respiratorischen Sekreten und
gleichzeitig die Effektivitat ebenso wie die Kosten/Nutzen-Balance deutlich zu
verbessern [105]. Im Bereich respiratorischer Viren wurde der Einsatz der
Multiplex RT-PCR auch bereits vielfach validiert [103, 106-108].

1.5 Zielsetzung der Studie

Das Ziel dieser Dissertation war es, die Haufigkeit sowie die klinischen
Charakteristika viraler und bakterieller Erreger tiefer Atemwegserkrankungen bei
Kindern zu analysieren. Es sollten deskriptive epidemiologische Daten zum
Spektrum und der saisonalen Verteilung sowie der Assoziation bestimmter Viren
zu den einzelnen Krankheitsentitaten erhoben werden. Uber jiingst identifizierte
Viren (z.B. Bocaviren), deren Stellenwert als Erreger tiefer
Atemwegserkrankungen noch unklar ist, sollten weitere Erkenntnisse gewonnen
werden.

Die neueren Arbeiten beziiglich der Atiologie tiefer Atemwegsinfektionen

fokussieren nicht mehr allein auf die deskriptive Epidemiologie der viralen und
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bakteriellen Erreger, sondern untersuchen insbesondere deren Interaktion bei
Auftreten einer Koinfektion (viral/bakteriell oder viral/viral). So bestehen z.B. im
Falle der Pneumokokken Hinweise daflir, dass eine virale Koinfektion fir eine
hohe Pneumokokken-Erregerlast pradisponiert bzw. das Risiko fiir die Entstehung
einer Pneumonie erhéht [109-111]. Die Frage, ob eine virale und bakterielle
Koinfektion flr einen besonders schweren Krankheitsverlauf pradisponiert, konnte
bis dato ebenso wenig eindeutig beantwortet werden wie die Frage nach einer
Aggravierung der Symptome durch multiple virale Infektionen [112-114].

Um in diesen Punkten weitere Klarung zu verschaffen, erfolgte in dieser Arbeit die
Analyse der Art und Anzahl der nachgewiesenen Erreger und es wurde die
Korrelation des Infektionsmodus zu den einzelnen Krankheitsentitaten sowie der
Schwere des Verlaufes untersucht. Der Einfluss der bakteriellen Besiedelung des
Nasopharynx auf die Art und Schwere der tiefen Atemwegsinfektionen sollte
ebenfalls beleuchtet werden.

Mit der Multiplex RT-PCR besteht nunmehr nicht nur die Méglichkeit Viren
qualitativ nachzuweisen, sondern es kann auch eine quantitative Aussage tber die
Hoéhe der Viruslast getroffen werden. Im Falle der respiratorischen Viren ist jedoch
trotz der in Zwischenzeit vielfach durchgefihrten Untersuchungen weiterhin nicht
klar, ob und wie die Erregerlast den Krankheitsverlauf beeinflusst [115].

In dieser Studie sollte nun untersucht werden, ob eine Korrelation zwischen der
Viruslast und den Parametern der Krankheitsschwere zu beobachten ist. Die hier
durchgeflhrte serielle Untersuchung des Nasopharyngealsekretes (1. und 3./4.
stationarer Tag) erlaubt zudem eine Aussage Uber die Viruslastdynamik im
klinischen Verlauf.

Wie bereits zuvor erlautert, ist es klinisch, radiologisch und laborchemisch kaum
maglich, die Atiologie einer Infektion der tiefen Atemwege zu bestimmen. Mit der
hier eingesetzten umfangreichen virologischen Diagnostik und durch zeitnahe und
unmittelbare Kommunikation der Ergebnisse an die behandelnden Arzte, sollte der
mdgliche Einfluss auf therapeutische Entscheidungen, insbesondere auf den

Einsatz von Antibiotika evaluiert werden.
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2. Studiendesign und Methodik

Bei der dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchung handelt sich um eine
prospektive epidemiologische Querschnittstudie, die im Zeitraum von November
2006 bis Oktober 2008 an der Klinik fir Kinder und Jugendliche der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf und der Kinderklinik des Evangelischen
Krankenhauses Dusseldorf (EVK) durchgefiihrt wurde. Eingeschlossen wurden
alle Patienten im Alter von 0 bis 16 Jahren, die wegen einer tiefen
Atemwegserkrankung wahrend des Studienzeitraums hospitalisiert wurden. Bei
allen Patienten erfolgte die serielle Analyse nasopharyngealer Aspirate bei
Aufnahme und im weiteren Verlauf. Gleichzeitig wurden klinische und
epidemiologische Parameter dokumentiert.

2.1 Ethik

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
genehmigt und nach den Richtlinien der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt
(Studiennummer der Ethikkommission DUusseldorf: 2837).

Die schriftliche Einverstandniserklarung eines Sorgeberechtigten (s. Anhang 1)
sowie die mindliche Zustimmung des Patienten bei Kindern tber 10 Jahren waren
Voraussetzung fir die Aufnahme in die Studie.

Die Teilnahme des Kindes an der Studie war freiwillig und konnte jederzeit ohne
Angabe von Grinden beendet werden. Die Eltern wurden Uber die Ziele, den zu
erwartenden Nutzen und die Risiken informiert.

Ein ausfuhrlicher Informationsbogen wurde den Eltern zum Verbleib ausgehandigt
(s. Anhang I). Alle Patientendaten wurden anonymisiert.

2.2 Klinische Parameter

2.2.1 Ein/Ausschlusskriterien

Es wurden alle Patienten im Alter von 0-16 Jahren eingeschlossen, die im
Zeitraum von November 2006 bis Oktober 2008 wegen einer ambulant
erworbenen Infektion des unteren Respirationstraktes stationar an der Klinik fir
Kinder und Jugendliche der Heinrich-Heine-Universitat-Disseldorf oder der
Kinderklinik des Evangelischen Krankenhauses Duisseldorf behandelt wurden.
Ausschlusskriterien waren primare oder sekundare Immunsuppression (z.B. SCID,
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Hyper-IgE-Syndrom, schwere onkologische Erkrankung, Chemo- oder
Strahlentherapie etc.), da Atemwegsinfekte bei immunsupprimierten Patienten mit
einer besonders hohen Morbiditat und Mortalitat assoziiert sind und sich sowohl im
Krankheitsverlauf als auch im Erregerspektrum zum Teil erheblich von nicht
immunsupprimierten Patienten unterscheiden [116].

Die Diagnose wurde durch den behandelnden Facharzt fir Kinder- und
Jugendmedizin anhand von klinischer Untersuchung, laborchemischen Analysen
und unter eventueller Einbeziehung einer Rontgen-Thorax-Aufnahme gestellt. Die
Anfertigung einer Réntgen-Thorax-Aufnahme erfolgte nach Ermessen des
behandelnden Arztes.

Bestatigte sich im klinischen Verlauf der Verdacht auf eine tiefe
Atemwegsinfektion durch weitere Beobachtung oder Untersuchung nicht, so
wurde der Patient aus der Studie ausgeschlossen. Ausschlaggebend war die
endgultige Diagnose zum Entlassungszeitpunkt.

In einigen Fallen erfolgte keine Entnahme des zweiten respiratorischen Sekrets
aufgrund von friihzeitiger Entlassung oder Verweigerung durch die Eltern oder
Patienten.

Notwendige Voraussetzung fir die Analyse der Studiendaten war die regelrechte
Abnahme der ersten Probe. Das Fehlen der Verlaufskontrolle stellte kein

Abbruchkriterium dar.

2.2.2 Nosologische Klassifikation der Atemwegsinfektionen

Die in dieser Arbeit einbezogenen Krankheitsbilder umfassen die obstruktive
Bronchitis, Bronchiolitis und Pneumonie. Wie bereits zuvor erlautert (s. Einleitung),
ist die Abgrenzung zwischen den Diagnosen obstruktive Bronchitis und
Bronchiolitis flieBend, daher wurden diese Entitdten unter dem Begriff ,,obstruktive
Bronchitis“ zusammengefasst.

Diagnostische Kriterien waren wie folgt [117]:

Die Diagnose Pneumonie wurde bei Vorhandensein der folgenden

typischen klinischen Symptomatik gestellt:

e trockener oder produktiver Husten

e Zeichen von Dyspnoe (Einziehungen oder Nasenfligeln)

e eventuell Zyanose

e eventuell Fieber
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Daruber hinaus war der Nachweis von entzindlichen Infiltraten durch eine
der folgenden diagnostischen MaBnahmen notwendig:
e auskultatorisch feinblasige Rasselgerausche
e perkutorisch abgeschwachter Klopfschall
e radiologisch reticulonodulare Infiltrate bzw. segmentale, lobare
oder bilaterale Verdichtungen

Eine obstruktive Bronchitis wurde bei Erflillung der folgenden Kriterien

diagnostiziert:

e Dyspnoe

e Verlangertes Exspirium

e Fortgeleitetet grobblasige Rasselgerausche (Giemen oder
Brummen)

e Uberblahung mit abgeschwachtem Atemgerausch oder
hypersonorem Klopfschall

e Im Roéntgen-Thorax eventuell peribronchiale Verdichtungen oder
Transparenzerhdhung im Sinne einer Uberbl&dhung

2.2.3 Patientenevaluation und Methoden der Datenerhebung

Alle studienrelevanten Daten wurden mittels Fremd- und Eigenanamnese,
kérperlicher Untersuchung und Routinelabordiagnostik erhoben. Einzige
studienbezogene diagnostische MaBnahme war die Gewinnung des
nasopharyngealen Aspirates. Die kérperliche Untersuchung sowie die Einholung
der Einverstandniserklarung erfolgte durch den behandelnden Arzt, die
Probenentnahme durch das Pflegepersonal.
Bei Aufnahme und wéahrend des stationaren Aufenthaltes wurden die
studienrelevanten Daten in standardisierten Erfassungsbégen dokumentiert (s.
Anhang Il).
Zum Zeitpunkt der Aufnahme wurde die Dauer der Symptomatik und eventuelle
Vorbehandlung, Alter, Geschlecht und Vor- bzw. Grunderkrankungen erfragt.
An Befunden der kdrperlichen Untersuchung wurden erhoben:

e Husten (ja/nein)

e Tachypnoe (ja/nein, Atemfrequenz)

e Sauerstoffsattigung

e Zeichen von Obstruktion (Giemen, Brummen, verlangertes Exspirium)
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e Zeichen von Dyspnoe (subcostale, jugulére oder clavikulare Einziehungen,
Nasenflligeln)

e Rasselgerausche (Qualitat und Lokalisation)

e Korpertemperatur
Wahrend des stationdren Aufenthaltes wurde das Vorhandensein sowie die Dauer
in Tagen der genannten Befunde auf einem zweiten Bogen dokumentiert (s.
Anhang Il). Ferner wurde jegliche Therapie, die die Patienten erhalten haben, und
deren Dauer erfasst. Dazu gehorten:

e Sauerstoffvorlage und Dauer in Stunden

e Antimikrobielle Therapie

¢ Inhalative Bronchodilatatoren

e Systemische Kortikosteroide

e [nfusionstherapie

e Sonstige medikamentdse Therapie (z.B. Montelukast, Theophyllin)
An laborchemischen Parametern wurden soweit vorhanden dokumentiert:

e |Leukozytenzahl bei Aufnahme und Maximalwert

e CrP bei Aufnahme und Maximalwert
Laborchemische Untersuchungen wurden am daflr zustandigen Institut far
klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Dusseldorf
(im Folgenden UKD) nach gangigen Standardverfahren durchgefiihrt.
Wurde wegen eines hoch fieberhaften Infektes eine Blutkultur angelegt, so erfolgte
deren Bebritung und Auswertung am zustandigen Institut fir Mikrobiologie des
UKD.
Die Beurteilung der Réntgen-Thorax-Aufnahmen fand durch die Kinderradiologie
des UKD statt, die Diagnose einer Pneumonie wurde entsprechend der WHO-
Kriterien gestellt [94].

2.2.4 Gewinnung der respiratorischen Proben

Um eine Verfalschung des Erregerspektrums durch nosokomial erworbene
Infektionen zu vermeiden, war die Gewinnung des ersten nasopharyngealen
Aspirates innerhalb von 24 Stunden nach Hospitalisierung zwingende
Studienbedingung.
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Ein zweites Sekret wurde am 3. oder 4. stationdren Tag gewonnen, um Aussagen
uber die Entwicklung der Erregerlast im Zusammenhang mit dem klinischen
Verlauf treffen zu kénnen.

Die Gewinnung des respiratorischen Sekrets erfolgte als diagnostische
MaBnahme durch das Pflegepersonal, das hierfir nochmals separat geschult
wurde. Die Abnahme erfolgte standardisiert auf folgende Weise (s. Anhang lll,
Merkzettel zur Abnahme):

Zur Entnahme wurde ein auf die GréBe des Kindes angepasster Katheter
verwendet. Es wurden 2 ml sterile Kochsalzl6sung Uber ein Nasenloch instilliert.
Bei Vorliegen einer starken Sekretproduktion konnte hierauf verzichtet werden.
Der Absaugkatheter wurde mit einer sogenannten ,Mucofalle” (,Trachea
Sekretprobenset”, Firma Braun ®) konnektiert und in den Nasopharynx eingefiihrt.
Die EinfUhrtiefe entsprach der Distanz zwischen Naseneingang und Ohrmuschel
des Patienten (s. Abb.4).

Wochentags erfolgte die sofortige Verschickung der Probe an das Institut fir
Virologie. War eine umgehende Ubermittlung nicht méglich, so erfolgte die

kurzfristige Lagerung im Kihlschrank bei+ 4 C° auf Station.

9
)

Abbildung 4: Gewinnung von Nasopharyngealaspirat [118]

2.3 Mikrobiologische Diagnostik

2.3.1 Quantitative TagMan RT-PCR auf respiratorische Viren

Am Institut far Virologie der Universitat Disseldorf wurde in den vergangenen
Jahren eine TagMan RT-PCR fir eine breite Palette von respiratorischen Viren
etabliert [107].
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Das Spektrum der nachgewiesenen Viren umfasste:
e RNA Viren
o RSVAundB
o Rhinoviren
o Enteroviren
o HMPV AundB
o Influenza A und B
o Parainfluenza Typ 1, 2, und 3
o Coronavirus 229 E, OC 43 und NL 63
e DNA Viren
o Adenovirus
o Bocavirus
Die Durchflhrung erfolgte im Multiplexverfahren, bei dem durch die Zugabe von
zwei (Duplex) oder drei (Triplex) Sonden mit den entsprechenden Primern die
Detektion mehrerer Viren in einem Reaktionsansatz mdglich ist (s. Tabelle 3). Die
Kopplung der Sonden an verschiedene Farbstoffe mit jeweils spezifischem

Emissionsspektirum ermdglicht die Differenzierung der einzelnen Viren.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Reaktionsansatze der Multiplex-PCR

Duplex-Ansatz Influenza A
Influenza B

RSV A

HMPV B
HMPV A
Adenoviren
Rhinoviren
Bocavirus

RSV B
Enteroviren
Triplex-Ansatz Corona 229 E
Corona NL63
Corona OC43
Parainfluenza 1
Parainfluenza 2
Parainfluenza 3

Die Analyse wurde in zwei Schritten durchgeflihrt. Zunachst erfolgte die
Untersuchung auf das Vorhandensein eines respiratorischen Virus im
Multiplexverfahren. War das Ergebnis positiv, so erfolgte im zweiten Schritt die
Quantifizierung im Monoplex-Ansatz. Hierflir wurden virusspezifische Plasmide in
definierten Kopienzahlen im PCR-Lauf mitgefiihrt. Anhand dieser Standardkurve
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konnte dann die exakte Viruslast der einzelnen Proben in Kopien/ml berechnet
werden.

Das qualitative Ergebnis war in der Regel innerhalb von 24 Stunden nach
Eintreffen der Probe im Labor ermittelt und wurde der betreffenden Station zeitnah
telefonisch mitgeteilt.

2.3.2 Mikrobiologische Kultur

Neben den quantitativen viralen Analysen wurde zur Erfassung des bakteriellen
Spektrums im Nasopharynx der Patienten zusatzlich eine Kultur angelegt. Fir die
kulturelle Anzucht der Erreger wurden mit Hilfe einer Platinése jeweils 10 pl des
nasopharyngeal Aspirates im 3-Osen-Ausstrich auf die folgenden N&dhrmedien
ausgeimpft:

e Kochblutagar: aerob bebritet bei 36°C und 5% CO,

e MacKonkey Agar: aerob bebrtitet bei 36°C Raumluft

e Blutagar (Columbia Agar): aerob bebritet bei 36°C und 5% CO,, sowie
anaerob bebritet bei 36°C
Nach 18-24 Stunden Bebritung wurden die Kulturen nach folgenden Kriterien
beurteilt:
1. Vorhandensein von Mund- und Rachenflora/Nasenflora
2. Wachstum fakultativ pathogener Keime (Pneumokokken, Haemophilus,
Moraxella, Enterobacteriaceae, Staphylokokkus aureus)
Die Semiquantifizierung fakultativ pathogener Keime erfolgte anhand des
Wachstums der Bakterien in Relation zum Impfstrich:
e Wachstum auf dem ersten Viertel der Platte = ganz vereinzelt
e Wachstum auf der Hélfte der Platte = vereinzelt
e Wachstum auf drei Vierteln der Platte = méaBig
e Wachstum auf allen vier Sektoren = reichlich.
Die Identifizierung der Bakterien wurde anhand der folgenden Kriterien
durchgeflhrt:
e Staphylokokken wurden mittels Katalase-Reaktion, DNAse und/oder
Koagulase-Reaktion identifiziert.
e Eine goldgelbe Kolonie mit positiver Koagulase oder DNAse wurde als
S.aureus bezeichnet.
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e H.influenzae wurde mit Hilfe seines isolierten Wachstums auf der
Kochblutplatte und mit Hilfe der Faktorenplatte (NAD, Hamin) identifiziert.

e M.catharralis wurde durch die schwach positive DNAse Reaktion
identifiziert.

e Enterobacteriaceae wurden biochemisch mithilfe des Automaten VITEK 2
der Firma Biomerieux identifiziert.

e Pneumokokken wurden mithilfe lhrer Optochinempfindlichkeit identifiziert.

2.4 Auswertung

Es erfolgte eine deskriptive Auswertung der Daten in Bezug auf die
Charakteristika der Studienpopulation und die Nachweishaufigkeit der viralen und
bakteriellen Erreger. Im Falle der viralen Infektionen wurde die Saisonalitat, das
Auftreten und die Konstellation viraler Koinfektionen analysiert. Der Verlauf der
verschiedenen viralen Infektionen wurde untereinander verglichen.

Dartber hinaus wurde der Zusammenhang von Erregerlast zum klinischen

Krankheitsverlauf untersucht.

2.4.1 Schweregradeinteilung der Erkrankung

Als Parameter der Krankheitsschwere wurde die Notwendigkeit flir supportive
Therapien in Form von Sauerstoffvorlage, Bronchodilatatoren, oder systemischen
Kortikosteroiden gewertet. Fieber Gber >38,5C° war ein weiterer Indikator der
Krankheitsschwere [119].

Da Patienten, die klinisch einen schwerwiegend kranken Eindruck machen, in der
taglichen Routine mit einer gréBeren Wahrscheinlichkeit weitere Diagnostik oder
Therapie erhalten, wurde die Verschreibung von Antibiotika sowie die
Durchfihrung einer Réntgen-Thorax-Aufnahme ebenfalls als Parameter der
Krankheitsschwere angesehen.

Diese Parameter wurden dichotomisiert zu Analysezwecken verwendet.

Die laborchemischen Entziindungsparameter CrP und Leukozytenzahl wurden in
gleicher Weise in Vorhandensein einer Leuokzytose ja/nein und Erhéhung des
CrP-Wertes ja/nein unterteilt. Als Grenzwert des CrP waren 5 mg/dl festgelegt, die

Referenzwerte flr die Leukozytenzahl sind in Tabelle 4 angegeben [120].
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Tabelle 4: Referenzwerte der Leukozytenzahl

Alter Leukozytenzahl in 107/
1.Lebenstag bis <2 Jahre 6,5-15,0
2 Jahre bis < 6Jahre 5,0-12,0
6 Jahre bis < 12 Jahre 45-11,0
12 Jahre bis < 18 Jahre 45-10,5

Die Berechnung des I/T-Quotienten lag nur in 2,7% der Falle vor und wurde daher
nicht zu weiteren Untersuchungen herangezogen.

Neben der Auswertung der dichotomisierten Parameter erfolgte die Analyse der
Korrelation von skalierten Parametern (Liegedauer, maximale Leukozytenzahl,
maximales CrP) zur absoluten Erregerlast sowie zur Erregerlastdifferenz zwischen
erstem und zweitem NPA.

Die Dauer der Sauerstoffvorlage konnte wegen der zum Teil fiir Studienzwecke zu
ungenauen Dokumentation in den Patientenakten nicht in die Analysen mit

einbezogen werden.

2.4.2 Statistische Verfahren

Die Daten wurden mittels des Programms Microsoft Excel erfasst und zur
statistischen Analyse in SPSS transformiert und zusammen mit Herrn Dr. Willers
aus dem Zentralbereich Bioinformatik und Biostatistik der Heinrich—Heine
Universitat Disseldorf erstellt.

Der Zusammenhang zwischen Erregerlast und Liegedauer sowie den
Laborparametern CrP und Leukozytenzahl wurde mit dem
Rangkorrelationsquotient nach Spearman analysiert. Hierfir wurden jeweils die
logarithmischen Werte der Erregerlast verwendet.

Die Analyse der Zusammenhange von nominal skalierten Variablen erfolgte tber
den x2- Test. Lag eine sehr kleine Stichprobe vor, wurde entsprechend der
Fishers-Exact-Test durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung der zentralen Tendenz ordinal skalierter Variablen abhéngiger
Stichproben wurde der Wilcoxon-Rangtest, bei unabhangigen Stichproben der
Man-Whitney-U-Test verwendet. Sollten mehr als zwei Stichproben analysiert
werden, fand entsprechend der H-Test von Kruskal-Wallis Anwendung.

Far alle stetigen Variablen wurden Mittelwert und Standartabweichung ermittelt.
Ausnahmen bildeten das Alter der Patienten und die Dauer des

Krankenhausaufenthaltes fr die der Median angegeben wurde.
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Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Epidemiologische Charakteristika

Im Studienzeitraum von Oktober 2006 bis November 2008 wurden insgesamt 404
Patienten in die Studie eingeschlossen — davon 63% am Zentrum fir Kinder
Jugendmedizin des UKD und 37% an der Kinderklinik des EVK.

Das Patientenkollektiv setzte sich zu 60% (n= 244) aus mannlichen und zu 40 %
(n=160) aus weiblichen Patienten zusammen.

Der Altersmedian lag bei 0,8 Jahren (min. 0,03 Jahre; max. 15,9 Jahre).
Insgesamt waren 72% (n=291) der Patienten jlinger als zwei Jahre (s. Abb.5).

40% -

0-3 Monate 4-11 Monate 12-23 Monate 24-69 Monate 5-16 Jahre

Alter
Abbildung 5: Altersverteilung des Patientenkollektives

Grund fUr die stationdre Aufnahme war in 60% (n=244) eine obstruktive Bronchitis
und in 40% (n=160) eine Pneumonie. Der Altersmedian der Patienten mit
Pneumonie betrug 1,63 Jahre und lag damit signifikant Gber dem Altersmedian der
Kinder die an einer obstruktiven Bronchitis litten (0,63 Jahre, p<0,001) (s. Abb 6).
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Abbildung 6: Altersstratifizierung der einzelnen Krankheitsentitaten

Bei 48% (N=196) der Studienpopulation fanden sich Vorerkrankungen oder
chronische Grunderkrankungen wie eine ehemalige Friihgeburtlichkeit (35%,
n=69), pulmonale (37%, n=72) oder kardiale Grunderkrankungen (14%, n=28). Bei
den pulmonalen Erkrankungen bestanden im Wesentlichen rezidivierende
obstruktive Bronchitiden (79%, n=57). Der Anteil von Patienten mit einem
bekannten Asthma Bronchiale machte mit 7% (n=5) der pulmonalen

Grunderkrankungen einen geringen Anteil aus.

Die Dauer des Krankenhausaufenthaltes betrug im Median finf Tage (min. 1 d;
max. 39 d) Die Dauer der Symptomatik zum Zeitpunkt der Hospitalisierung lag im
Median bei drei Tagen (min. 0,2 ; max. 120 d). Vorerkrankungen hatten keinen
signifikanten Einfluss auf die Dauer des Krankenhausaufenthaltes (p=0,088).

3.2 PCR-Ergebnisse

Ein erstes nasopharyngeales Aspirat lag bei allen 404 Patienten vor. In 76%

(n=307) der Falle konnte mittels Multiplex-PCR mindestens ein respiratorisches

32



3. Ergebnisse

Virus nachgewiesen werden. Ein zweites NPA am dritten oder vierten stationaren
Tag wurde in 70,5% (n=285) der Félle gewonnen. Die 30% (n=119) der Patienten,
bei denen keine zweite Probe gewonnen wurde, kamen durch Verweigerung
seitens der Eltern bzw. des Patienten oder durch eine friihzeitige Entlassung aus
dem stationdren Umfeld zustande.

3.2.1 Qualitative PCR-Ergebnisse

3.2.1.1 1. NPA

In 81,1% (n=249) der positiven Sekrete wurde nur ein Virus nachgewiesen. In
18,9% (n=58) der Falle handelte es sich um Koinfektionen mit zwei oder mehr
Viren.

Das am haufigsten detektierte Virus war RSV mit 160 Fallen (52%). Die Subtypen
RSV A und RSV B wurden identisch haufig mit jeweils 80 Fallen nachgewiesen.
Die Patienten mit RSV B Infektion waren dabei signifikant haufiger mannlich
(46,3%, n=37 vs. 63,8%, n=51; p= 0,04) und hatten signifikant haufiger
Temperaturen tber 38,5C° (35%, n=28 vs. 53,8%, n= 43; p= 0,03). Dartiber

hinaus fanden sich keine weiteren relevanten Unterschiede (s. Tabelle 5).

Tabelle 5: Vergleich von RSV A- und RSV B-Infektionen

RSV A RSV B P-Wert
N 80 80
Alter (Median) 0,5 0,48 0,34
Mannlich (%) 37 (46,3) |51(63,8) |0,04
Pneumonie (%) 24 (30) 29(36,3) |05

Relevante Grunderkrankung (%) | 29 (36,3) 29 (36,3) 1,0

Antibiotische Therapie (%) 35 (43,8) 38 (47,5) 0,75
Koinfektionen (%) 15 (18,8) 14 (17,5) 1,0
Bronchodilatatoren (%) 68 (85) 70 (87,5) 0,82
Systemische Kortikosteroide (%) | 16 (20) 15 (18,8) 1,0
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RSV A RSV B P-Wert
Roéntgen Thorax (%) 34 (42,5) 35 (43,8) 1,0
Fieber >38.5°C (%) 28 (35,0) 43 (53,8) 0,03
CRP >5 mg/dI (%) 9(11,3) 8 (10) 1,0
0O2-Bedarf (%) 30 (37,5) 37 (46,3) 0,34
Leukozytose (%) 21 (26,3) 21 (26,3) 1,0
Liegedauer (Tage, Median) 5 5 0,37

Zweithaufigster Erreger waren mit 28,3% (n=87) Rhinoviren. Boca- und
Adenoviren wurden jeweils in 9,1% (n=28) detektiert. Parainfluenzaviren,
Enteroviren und HMPV wurden mit 6,5 % (n=20), 5,9% (n=18) und 5,5% (n=17) in
vergleichbaren Haufigkeiten nachgewiesen. Die Diagnose einer Influenzainfektion
konnte in 3,6% (n=11) gestellt werden. Hiervon entfielen zwei Falle auf Influenza
B. Coronaviren waren mit 2,3% (n=7) der positiven NPAs die am seltensten
nachgewiesenen Erreger (s. Abb. 7).

Aufgrund der geringen Fallzahlen der Subtypen von Parainfluenzaviren, HMPV
und Coronaviren werden diese in den folgenden Analysen nicht mehr weiter

aufgeschlisselt.

3.2.1.2 2. NPA

Die Quote der positiven Nachweise in der zweiten respiratorischen Probe lag mit
73% (n=208) knapp unterhalb derer in der ersten PCR (76%, n=307). RSV und
Rhinoviren zusammen machten mit 75% (n=156) weiterhin den gréBten Anteil der
nachgewiesenen Viren aus. Der Anteil der RSV-Nachweise war mit den
Ergebnissen des 1. NPA vergleichbar (1. NPA: 52%, n=160; 2.NPA:56% n=117).
Rhinovirus positive NPAs lagen mit 18,8% (n=39) um 10 % seltener vor als im
ersten NPA (s. Abb. 7). Der anteilige Nachweis der restlichen Viren zeigt im
Vergleich zum ersten NPA keine wesentlichen Verschiebungen. Bocaviren wurden
nur noch als sechsthaufigstes Virus nachgewiesen, die anteilige Detektion von
Adenoviren stieg von 9% (n=28) auf 12% (n=25). Influenza A und B sowie

Coronaviren wurden weiterhin nur vereinzelt gefunden (s. Abb. 7).
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Abbildung 7: Nachweish&ufigkeit der einzelnen Viren in 1. und 2. NPA

3.2.1.3 Saisonalitat

Bezlglich des Erregernachweises im nasopharyngealem Aspirat fand sich eine
klare saisonale Abhangigkeit mit der h6chsten Nachweisrate in den Winter- und
der niedrigsten in den Sommermonaten (s. Abb. 8). Die Auspragung der
saisonalen Varianz war dabei nicht flr alle Viren gleich. Wahrend sich fur
Parainfluenza- und Adenoviren kaum saisonale Schwankungen zeigten, waren
diese fur Rhino-, RS- und Bocaviren besonders ausgepragt (s. Abb. 8).

Hierbei verliefen die Nachweisraten von Boca- und RS-Viren parallel, wahrend die
héchsten Nachweisraten von Rhinoviren jeweils etwas vor bzw. nach den Peaks
fir Boca-/RS-Viren lagen (s. Abb. 8).
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Abbildung 8: Saisonale Verteilung der viralen Erreger
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3.2.1.4 Koinfektionen

Der Anteil an Nasopharyngealaspiraten, in denen mehr als ein Virus
nachgewiesen wurde, machte 18,9% (n=58) der viruspositiven NPAs aus. Hiervon
lag in 12,1% (n=7) eine Infektion mit drei verschiedenen Viren und in 3,5% (n=2)
eine Infektion mit vier distinkten Viren vor (s.Tabelle 6).

Tabelle 6: Haufigkeit der in Koinfektionen involvierten Viren

. . . . >2 Erreger
Virus Infektionen ges. | Monoinf. | ges. Koinf.(%) (% der Koinf.)
RSV 160 131 (1 8%) 6 (21%)
Rhinovirus 87 57 0 (35%) 6 (20%)
Adenovirus 28 9 (68%) 4 (21%)
Bocavirus 28 9 9 (68%) 7 (37%)
Enterovirus 18 2 6 (89%) 5 (31%)
HMPV 16 14 2 (11,1%) 0
Influenza A 9 8 1 (11%) 0
Influenza B 2 2 0 (0%) 0
Parainfluenza | 20 15 5 (25%) 0
Corona o
oC 43 4 0 4 (100%) 0
Corona o
NL 63 2 1 1 (50%) 0
Corona
229 E 1 0 1 (100%) 1 (100%)

Mit jeweils etwa 50% waren RS- und Rhinoviren am haufigsten an
Mehrfachinfektionen beteiligt (n=29 bzw., n=30). Anteilig machten die
Koinfektionen bei RSV 18,1% und bei Rhinoviren 34,5% der gesamten Infektionen
aus. Adeno- und Bocaviren waren absolut und relativ gleich haufig mit 67,9% bzw.
19 Fallen in Mehrfachinfektionen involviert. Am gré3ten war der Anteil an
Koinfektionen bei den Enteroviren mit 88,9% (n=16) der Infektionen und den
Coronaviren mit 85,7% (n=6). Influenza A und B Infektionen traten mit 91% (n=10)
Uberwiegend eigenstandig auf (s. Tabelle 6).

In absoluten Zahlen wurde am haufigsten die Kombinationen von RS- und
Bocaviren und Entero- und Rhinoviren mit jeweils 14 Féllen nachgewiesen. Bei
den Bocaviren machte die Kombination mit RSV 73,7% (n=14) der
Mehrfachinfektionen aus, im Falle der Enteroviren lag eine Koinfektion zu 87,5%
(n=14) mit Rhinoviren vor (Tab. 7).
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Zwischen Mitgliedern der Orthomyxoviridae und Paramyxoviridae (RSV,
Parainfluenza, Influenza, HMPV) lieBen sich keine Mehrfachinfektionen
nachweisen (s. Tabelle. 7).

Tabelle 7: virale Koinfektionen
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3.2.2 Quantitative PCR-Ergebnisse

3.2.2.1 Korrelation der Viruslast zu den Parametern der
Krankheitsschwere

Bei der Untersuchung des Zusammenhangs von Erregerlast zu den Parametern
der Krankheitsschwere fand sich keine positive Korrelation zur Héhe der

Entziindungsparameter oder der Liegedauer (s.Tabelle 8)

Tabelle 8: Korrelationsquotient (k) der Erregerlast zu Liegedauer, max. Leukozytenzahl und max.
CrP

Liegedauer Max. Leukozyten Max. CrP

k p-Wert k p-Wert Kk p-Wert
RSV 0,01 0,95 -0,25 0,004 -0,25 0,004
Rhinovirus -0,18 0,18 -0,11 0,42 0,09 0,52
Adenovirus 0,08 0,85 0,03 0,93 0,65 0,06
Bocavirus 0,12 0,76 0,13 0,73 0,37 0,33
HMPV 0,35 0,20 0,01 0,96 0,15 0,6
Influenza A 0,61 0,11 0,05 0,91 0,12 0,78
Parainfluenza | -0,06 0,85 0,47 0,08 0,80 0,78

Allerdings bestand flir RSV eine negative Korrelation (p=0,004) zwischen
Erregerlast und maximalen Werten fir CrP und Leukozytenzahl mit einem fur
beide Parameter identischen Korrelationsquotienten von 0,25 (s.Tabelle 8 und
Abb. 9a und 9b).

Dieser Zusammenhang wurde auch bei dem Vergleich der Viruslasten in den
dichotomisierten Gruppen (Leukozytose ja/nein, CrP > 5mg/dl ja/nein) der
laborchemischen Entziindungsparameter bestatigt (p=0,005 bzw. p=0,001).
Bei Adenovirus-Infektionen fand sich in der Analyse der dichotomisierten Faktoren
eine signifikant hdhere Erregerlast bei Patienten mit einem CrP Uber 5 mg/dl im
Vergleich zu Patienten ohne relevante CrP Erhéhung (p=0,01). Dartber hinaus
war die Erregerlast bei Therapie mit inhalativen Bronchodilatatoren bei

Adenovirus-Infektionen signifikant niedriger (s. Abb. 10a und 10b).
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3.2.2.2 Entwicklung der Viruslast im klinischen Verlauf

Im Vergleich von erstem und zweitem NPA zeigte sich eine deutliche Abnahme
der medianen Erregerlast bei allen Monoinfektionen wahrend des stationaren
Aufenthaltes. Diese war im Falle von RSV (p < 0,001), Rhinoviren (p=0,031),
Parainfluenza (p=0,004) und HMPV (p=0,002) statistisch signifikant. Einzige
Ausnahme stellte Influenza A dar, bei der ein Anstieg der medianen Erregerlast
von 5,03 auf 5,92 zu verzeichnen war (s. Abb. 11).
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Abbildung 11: Entwicklung der Erregerlast vom 1. zum 2. NPA

3.2.2.3 Vergleich der Viruslast bei Mono- und Koinfektionen

Die mediane Erregerlast lag bei allen Mono- im Vergleich zu Koinfektionen héher
(s. Tabelle 9). Statistisch signifikant war dieser Unterschied im Falle von RSV,
Adenoviren und dem humanen Bocavirus. Bei den 29 RSV-Koinfektionen zeigte
sich, dass die Viruslast in 22 Féllen (75,9%) hdher lag als die hdchste Viruslast
des konkurrierenden Virus (p=0,03).
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Tabelle 9: Vergleich der Erregerlast von Mono- und Koinfektionen

Virus Monoinfektionen Koinfektionen

N Mittelwert | Median | N | Mittelwert | Median | p-Wert
RSV 131 | 7,4+1,3 7,6 29 | 6,7+1,6 6,9 0,034
Rhinovirus 57 |6,0+1,2 6,0 30| 5,7+0,9 5,6 0,105
Adenovirus 9 8,6+1,2 8,8 19| 5,942,3 5,7 0,006
Bocavirus 9 6,8+1,8 7,6 19 | 5,2+1,8 4,7 0,048
Parainfluenza | 15 | 7,2+1,8 7.4 5 |6,2+2,8 7,2 0,570
HMPV 14 | 7,6+1,1 8,0 2 |7,9+0,2 7,9 0,753
Enterovirus 2 5,0+0,8 5,0 16 | 4,9+1,7 4,6 0,673
Influenza A 8 5,3+1,2 5,1 1 |45+0 4,5 0,439
Influenza B 2 6,9+0,3 6,9 - - - -
Coronavirus | 1 5,9+1 - 7 |5,7+0,75 | 5,8 1,0

3.3 Mikrobiologische Kulturen

3.3.1 1. NPA

Eine mikrobiologische Kultur des ersten NPAs lag in 311 Fallen (77%) der
gewonnenen Sekrete vor. Die fehlenden 23 % sind durch einen um 6 Wochen
verzogerten Beginn der Durchfihrung von bakteriellen Kulturen bedingt.

Von den 311 angelegten Kulturen lag in 57,6% (n=179) ein bakterielles Wachstum
vor und es ist eine Semiquantifizierung des bakteriellen Wachstums erfolgt. In 19
weiteren Fallen bestand zwar ein bakterielles Wachstum, es fehlte jedoch die
Angabe zur Semiquantifizierung. Diese Proben wurden nicht zu weiteren
Analysezwecken herangezogen. Abb. 12 zeigt alle nachgewiesenen Bakterien
unabhangig von der Semiquantifizierung sowie alle bakterielle Kulturen mit
sreichlich® bakteriellem Wachstum (zur Definition der semiquantitativen
Mengenbegriffe s. Kapitel 2, Patienten und Methoden).

In beiden Gruppen stellten H.influenzae, M.catharralis, S.pneumoniae und
S.aureus die am haufigsten nachgewiesenen Bakterien dar. Die Haufigkeit von
S.pneumoniae (20%, n=35 bzw. 16%, n=16) und H.influenzae (36%, n=64 bzw.
33%, n=32) waren in beiden Gruppen vergleichbar. M.catharralis hingegen wurde
in der Gruppe mit ,reichlich® bakteriellem Wachstum anteilig haufiger
nachgewiesen (27%, n=49 bzw. 37%, n=36), wahrend S.aureus mit ,reichlich”

bakteriellem Wachstum deutlich seltener nachgewiesen wurde als insgesamt.
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Abbildung 12: 1.NPA; Erregerverteilung aller positiver bakterieller Kulturen (n=179) und aller

Kulturen mit ,reichlich* bakteriellem Wachstum (n=97)

Von den insgesamt 97 Virus-PCR negativen NPAs ist in 67 Fallen eine Kultur
angelegt worden. Ein bakterielles Wachstum lag in 37 Fallen (55%) vor. Diese
Nachweisquote entsprach im Wesentlichen dem Nachweis im Gesamtkollektiv
(57,6%).

Reichlich bakterielles Wachstum bei negativer PCR lag in 15 Fallen vor. Hier
waren H.influenzae und M. catharralis mit 40% (n=6) bzw. 46,7% (n=7)
dominierend, wohingegen S.pneumoniae und S.aureus nur in 13,3% (n=2) und
6,7% (n=1) nachgewiesen wurden. Diese Verteilung unterschied sich nicht
wesentlich von der Gesamtverteilung der Nachweise mit ,reichlich“ bakteriellem
Wachstum (s. Abb. 12).

Im Weiteren werden die Analysen auf die Kulturen mit ,reichlich“ bakteriellem
Wachstum beschréankt.

3.3.2 2.NPA

Eine zweite bakteriologische Kultur wurde bei 58,7% (n=237) der Patienten
durchgeflhrt, ein positiver bakteriologischer Nachweis erfolgte hiervon in 54%
(n=128), wobei in 43,8% (n=56) ein ,reichliches” bakterielles Wachstum vorlag.
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Die prozentuale Verteilung der haufigsten Erreger (H.influenzae, M.catharralis,
S.aureus und S.pneumoniae) ahnelte der Verteilung des ersten NPAs (s. Abb. 13).
Auch hier war ein geringerer Anteil der S.aureus Nachweise in den Kulturen mit
sreichlich® bakteriellem Wachstum im Vergleich zu allen positiven Kulturen
insgesamt zu beobachten (18,8%, n=24 bzw. 5,36%, n=3).
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Abbildung 13: 2.NPA; Erregerverteilung aller positiver bakterieller Kulturen (n=128) und aller
Kulturen mit ,reichlich® bakteriellem Wachstum (n=56)

3.3.3 Zusammenhang zwischen den mikrobiologischen

Kulturergebnissen und dem viralen Infektionsmodus

3.3.3.1 RSV- und Rhinovirusinfektionen

Betrachtet man die Nachweishaufigkeit von ,reichlich® bakteriellem Wachstum bei
Rhinovirus im Vergleich zu RSV-Infektionen, fallt auf, dass S.pneumoniae bei RSV
Infektionen insgesamt seltener als bei Rhinovirus-Infektionen (10% vs. 28%)
detektiert wurde, wobei hier die Fallzahlen mit n=7 bzw. n=4 zu gering waren fur
eine klare statistische Analyse. Im Gegenzug erfolgte bei RSV-Infektionen
haufiger der Nachweis von H.influenzae als bei Rhinovirus-Infektionen (37%, n=15
bzw. 20% n=5) (s. Abb. 14).
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3.3.3.2 Virale Mono- und Koinfektionen

Bei den drei dominierenden bakteriellen Erregern M.catharralis, S.pneumoniae
und H.influenzae bestand eine Verschiebung der Nachweishaufigkeiten in
Abhangigkeit vom viralen Infektionsmodus.

Fasst man alle viralen Infektionen zusammen, so dominierten in den
Monoinfektionen (n=63) H.influenzae mit 33% (n=21), gefolgt von M.catharralis mit
28,6% (n=18) und S.pneumoniae mit 15,9% (n=10). Bei Koinfektionen (n=19) kam
es zu einer Verschiebung der Haufigkeiten zugunsten von M.catharralis mit einer
Nachweishaufigkeit von 57,9% (n=11), die Nachweishaufigkeit von S.pneumoniae
stieg auf 21% (n=4) und damit weniger deutlich an. Flr diese beobachtete
Verlagerung bestand aufgrund der niedrigen Fallzahlen jedoch keine statistische
Signifikanz.
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Abbildung 14: Nachweishaufigkeit der haufigsten bakteriellen Erreger mit ,reichlichem Wachstum*
im Vergleich von viralen Mono- und Koinfektionen

3.3.4. Zusammengang zwischen den mikrobiologischen
Kulturergebnisses und den klinischen Charakteristika

Untersucht wurde, ob bei Patienten mit Nachweis von ,reichlich® bakteriellem
Wachstum im NPA gehauft ein erhéhtes CrP, Fieber Uber 38,5C° oder eine
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antibiotische Behandlung bestand. Das Vorliegen eines CrPs von Gber 5 mg/dl
und von Fieber war in der Gruppe ohne Nachweis eines Bakteriums in der Kultur
und in der Gruppe mit ,reichlich“ bakteriellem Wachstum ahnlich haufig (s. Tabelle
10). Eine antibiotische Therapie wurde in der Gruppe mit negativer
bakteriologischer Kultur mit 55% (n=73) um 10% haufiger als in der Gruppe mit
sreichlich® bakteriellem Wachstum durchgefiihrt. Die Diagnose einer Pneumonie
wurde ebenfalls gehauft in der Gruppe ohne bakterielles Wachstum gestellt (45%,
n=59 vs. 35%, n=34). Alle Ergebnisse sind jedoch nicht statistisch signifikant.

Tabelle 10: Es besteht kein Einfluss des bakteriellen Wachstums auf die H6he des CrPs,
Vorhandensein von Fieber, antibiotische Therapie oder Pneumonie

bakterielles reichlich kein bakterielles
Wachstum ges. bakterielles Wachstum
Wachstum
n=179 n=97 n=133
CrP > 5 mg/di 13,4% 16,5% 18,2%
Fieber >38,5C° | 39,6% 45,4% 46,2%
Antibiotische | 45,4% 46,4% 55,0%
Therapie
Pneumonie 36,4% 35,0% 44, 7%

3.4 Gegentiberstellung der klinischen Charakteristika
verschiedener Infektionsmodi

3.4.1 RSV- und Rhinovirus-Monoinfektionen

Wegen geringerer Fallzahlen der Monoinfektionen anderer Viren erfolgte nur die
Gegenuberstellung der RSV- und Rhinovirus-Infektionen.

Patienten mit RSV-Monoinfektionen waren signifikant jinger und — wenn auch
statistisch nicht signifikant — haufiger weiblich als Patienten mit Rhinovirus-
Monoinfektion (0,5 vs. 1,4 Jahre, p< 0,001; 48% (n=62) vs. 32% (n=18), p=0,054).
Relevante Grunderkrankungen bestanden signifikant haufiger bei Patienten mit
Rhinovirus-Infektionen (64,9%; n=37 vs. 36%,n=48 p<0,001) (s.Tabelle 11). In der
Gruppe der RSV-Infektionen dominierte die Friihgeburtlichkeit mit 66,6% (n=32)
als zugrunde liegender Risikofaktor, in der Gruppe der Rhinovirusinfektionen lagen
rezidivierende obstruktive Bronchitiden mit 59% (n=22) gehauft vor.

In der klinischen Symptomatik zeigten sich keine relevanten Unterschiede
zwischen den beiden Erregern (s. Tabelle 11). Die Diagnose Pneumonie wurde in
29% (n=38) der RSV- und in 31,6% (n=18) der Rhinovirus- Monoinfektionen
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gestellt. Wahrend sich laborchemisch keine Unterschiede im CrP fand, zeigten
Patienten mit einer Rhinovirus-Infektion haufiger eine Leukozytose (21,4%, n=28
vs. 45,6%, n=26, p<0,001). Beim Therapieregime wurden bei Rhinovirus-
Infektionen signifikant haufiger systemische Kortikosteroide eingesetzt (19,1%,
n=25 vs 36,8% n=,21 p=0,016). Die Dauer des Krankenhausaufenthaltes betrug
bei RSV-Infektionen im Median einen Tag langer als bei Rhinovirus-Infektionen (5
vs. 4 Tage, p=0,001).

Tabelle 11: Gegenberstellung von RS- und Rhinovirus-Monoinfektionen

RSV RV p-Wert
N 131 57
Alter (Median) 0,5 1,4 <0,001
Ménnlich (%) 69 (52,7) 9 (68,4) | 0,054
Pneumonie (%) 38 (29,0) 8(31,6) | 0,731
Rel. Grunderkrankung (%) 48 (36) 7 (64,9) | <0,001
antibiotische Therapie (%) 53 (40,5) |21 (36,6) | 0,746
Bronchodilatatoren (%) 112 (85,4) | 52 (91,2) 0,470
Kortikosteroide (%) 25(19,1) |21 (36,8) | 0,016
Roéntgen Thorax (%) 53 (40,5) |28 (49,1) | 0,336
Fieber >38.5°C (%) 50 (38,1) |21(36,8) | 0,871
CrP >5 mg/di 2(9,2) 9 (15,8) 0,323
O,-Bedarf 56 (42,7) |18 (31,6) | 0,254
Leukozytose (%) 28 (21,4) | 26 (45,6) | <0,001
Liegedauer (Tage, Median) 5 4 0,001

3.4.2 Virale Mono- und Koinfektionen

Aufgrund der Fallzahlen beschranken sich alle folgenden Analysen auf RS-, Boca-
, Adeno- und Rhinoviren.

Patienten mir RSV-Koinfektionen waren relativ gesehen fast doppelt so alt wie an
RSV-Monoinfektionen erkrankte Patienten (medianes Alter 0,5 vs. 0,8 Jahre,
p=0,015) (s.Tabelle 12). Auch fanden sich bei RSV-Koinfektionen im Vergleich zu
Monoinfektionen haufiger Pneumonien (29%, n=38 vs. 51,7%, n=15, p=0,05), die
auch ofter mit Fieber >38,5 C° (38,2%, n=50 vs. 69%, n=20, p=0,004) und einer
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RSV RSV p- RV RV p- HBoV | HBoV p- HAdV | HAdV p-
Mono Ko. Wert | Mono Ko. Wert | Mono Ko. Wert | Mono Ko Wert
N 131 29 57 30 9 19 9 19
Alter (Median) 0,5 0,8 0,015 1,4 1,0 0,324 1,2 1,1 0,9 1,1 1,1 0,7
Mannlich (%) 68 19 0,22 39 16 0,24 5 12 1 8 13 0,37
(51,9) | (65,5) (68,4) | (53,3) (55,5) | (863,1) (88,9) | (68,2)
Pneumonie 38 15 0,05 18 10 1 7 10 0,25 7 10 0,25
(%) (29,0) | (51,7) (31,6) | (33,3) (77,8) | (52,6) (77,8) | (52,6)
Grunderkr. 48 9(31) | 0,24 37 13 0,07 2 7 0,67 5 7 0,43
(%) (34) (64) (43) (22,2) | (36,8) (55) (36,8)
Antibiotische 53 20 0,007 21 12 0,82 7 6 0,67 8 9 0,049
Therapie (%) | (40,5) (69) (36,6) (40) (77,8) | (31,6) (88,9) | (47,4)
Broncho- 112 26 0,56 52 27 0,18 8 18 1 3 16 0,013
dilatatoren (%) | (85,4) | (89,6) (91,2) (90) (88,9) | (94,7) (33,3) | (84,2)
Kortikosteroid 25 6 0,8 21 11 1 1 12 0,37 2 9 0,25
e (%) (19,1) | (20,7) (36,8) | (36,7) (11,1) | (83,2) (22,2) | (47,4)
Réntgen-Tx 53(40, 16 0,15 28 15 1 7 12 0,67 8 13 0,37
(%) 5) (55,2) (49,1) (50) (77,8) | (83,2) (88,9) | (68,4)
Fieber >38.5°C 50 20 0,004 21 11 0,64 6 12 1 7 10 0,22
(%) (38,2) (69) (36,8) | (36,6) (66,7) | (63,2) (77,8) | (52,6)
CRP >5 mg/di 13 4 0,49 9 1 0,15 4 2 0,06 4 2 0,07
(%) (9,9) | (13,8) (15,8) | (3,3) (44,4) | (10,5) (44,4) | (10,5)
O,-Bedarf (%) 56 12 1 18 15 0,11 2 7 0,42 2 5 1
(42,7) | (41,4) (31,6) (50) (22,2) | (36,8) (22,2) | (26,3)
Leukozytose 28 14 0,004 26 20 0,26 5 8 0,69 | 4 (44) 10 0,68
(%) (21,4) | (48,3) (45,6) | (66,6) (55,6) | (42,1) (52,6)
Liegedauer 5 5 0,55 4 4 0,11 5 5 0,212 5 5 0,92

(Tage, Median)
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Adenovirus-Monoinfektionen wurden eher antibiotisch therapiert als Koinfektionen
(88,9%, n= 8 vs. 47,4%, n=9; p=0,049) und das CrP lag um 30% héaufiger tber 5
mg/dl, wobei dieses Ergebnis das Signifikanzniveau nicht erreichte (p=0,07).

Im Falle der Bocavirus-Infektionen bestand ebenfalls beim Auftreten von
Monoinfektionen tendenziell ein erhéhtes CrP von Uber 5 mg/dl (44,4%, n=4 vs.
10,5%, n=2), wegen der geringen Fallzahlen ergab sich hierflir jedoch ebenfalls
keine statistische Signifikanz (p=0,06). Darlber hinaus fanden sich weder bei
Adeno- noch bei Bocaviren wesentliche Unterschiede (s.Tabelle 12).
Rhinovirus-Monoinfektionen unterschieden sich hinsichtlich der untersuchten

Parameter nicht von Koinfektionen.

3.4.3 Virale/bakterielle Monoinfektionen und virale/bakterielle
Koinfektionen

Es erfolgte die Analyse der NPAs mit einem alleinigen

viralen Nachweis (n=103), einem alleinigen bakteriellen Nachweis (n=37) und dem
gleichzeitigen Nachweis eines bakteriellen und viralen Erregers (n=142). Als
bakterieller Nachweis wurde hier jegliches kulturelles Wachstum unabhangig von

der Semiquantifizierung gewertet.

Es fanden sich hauptsachlich relevante Unterschiede im Vergleich von
bakterieller/viraler Koinfektion zur alleinigen Detektion eines der beiden
Mikroorganismen (s. Tabelle 13). So war die Liegedauer bei Koinfektionen
signifikant um einen Tag langer als bei alleiniger viraler Detektion (p=0,036),
darlber hinaus bestand bei Koinfektion tendenziell haufiger Fieber (43% vs. 31%
bzw. 27%), wobei dieser Unterschied nicht das Signifikanzniveau erreichte
(p=0,06 bzw. 0,091). Patienten bei denen kein Virus im NPA nachgewiesen wurde
waren alter als solche mit viraler Monoinfektion oder bakteriell/viraler Koinfektion,
Signifikanz bestand hierbei im Vergleich von Koinfektionen und bakterieller
Monoinfektion (0,72 vs. 1,24 Jahre, p=0,042).
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Tabelle 13: Gegenuberstellung des Krankheitsverlaufes von Monoinfektionen (viral oder bakteriell)

und viraler/bakterieller Koinfektion

Koinf. Nur Nur p-Wert
Viren Bakterien

n 142 103 37
Liegedauer (Median) 5 4 5 0,036 (Koinf./Viren)
Alter(Median) 0,72 0,88 1,24 0,042 (Koinf./Bak.)
Pneumonie (%) 49 (34,5) | 37(35,9) | 15(40,5) n.s.
rel. Grunderkrankung (%) | 49 (34,5) |25 (24,3) | 13 (35,1) n.s.
O,-Bedarf (%) 46 (32,4) | 33(32,03 | 9 (24,3) n.s.
CrP >5mg/dl (%) 16 (11,2) )16(15,5) 8 (21,6) n.s.
Leukozytose (%) 47 (33,1) | 34(33) 17 (45,9) n.s.
Réntgen-Tx (%) 69 (48,6) | 57(55) 21 (56,8) n.s.
Fieber >38,5C (%)° 61 (43) 32(31) 10 (27) 0,06 (Koinf./Viren)
antib. Therapie (%) 61 (43) 43(41,7) | 20 (54,1) n.s.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation wurden epidemiologische Daten zur Atiologie von
tiefen Atemwegserkrankungen bei Kindern Uber einen Zeitraum von zwei Jahren
erfasst. Neben den klinischen Charakteristika wurden sowohl bakterielle Erreger
kulturell als auch virale Erreger mittels Multiplex-PCR simultan erfasst. Auf diese
Weise wird das Bild zur Atiologie tiefer Atemwegserkrankungen bei Kindern

erweitert.

4.1 Charakteristika des Patientenkollektivs

Die epidemiologischen Charakteristika des Patientenkollektivs bezlglich der
Geschlechterverteilung und dem Vorliegen einer Grunderkrankung entsprachen im
Wesentlichen zuvor veréffentlichten Daten [7, 13, 18, 121].

Der Altersmedian lag mit 0,8 Jahren im Vergleich zu anderen Publikationen etwas
niedriger [59, 122, 123]. Ursachlich fur diese Diskrepanz ist vermutlich, dass es in
dieser Studie im Vergleich zu anderen Arbeiten bei den Einschlusskriterien keine
Altersbeschrankung nach unten gab und auch keine adulten Patienten
aufgenommen wurden.

Pneumonien machten mit 40% einen vergleichsweise geringen Anteil an LRI aus
[6, 124]. Da die Durchfiihrung eines Réntgen-Thorax-Bildes im Studienprotokoll
optional war, wurde in einem Grof3teil (=185, 76%) der Falle in denen klinisch
eine obstruktive Bronchitis diagnostiziert wurde, kein Réntgen-Thorax -Bild
durchgefihrt. Es besteht daher die Méglichkeit, dass radiologisch, aber nicht
auskultatorisch nachweisbare Infiltrate, unterdiagnostiziert wurden. Der hohe
Anteil an Bronchitiden basiert vermutlich auf dem wie bereits erwahnt niedrigem
Altersmedian der Studie, da diese Krankheitsentitat im ersten Lebensjahr

bekanntermafBen haufiger auftritt als Pneumonien [6].

4.2 Qualitative Ergebnisse der PCR

In insgesamt 76% der gewonnenen Proben konnte in dieser Studie wenigstens ein
respiratorisches Virus nachgewiesen werden. Dies ist vergleichbar mit der
mittleren Detektionsrate von 66 bis 89% aus vorhergehenden Studien [42, 125]. In

19% der viruspositiven PCRs lag eine virale Koinfektion vor. Voruntersuchungen
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beschreiben ahnliche Haufigkeiten von 5-20% [121, 126, 127]. In zwei Studien mit
einer deutlich héheren Koinfektionsrate von bis zu 47% schloss die
Probenentnahme auch ambulante Patienten ein, so dass das Patientenkollektive
nicht direkt mit dieser Studie vergleichbar sind [122, 128].

Bezlglich der Saisonalitat fanden wir erwartungsgeman eine erhéhte Inzidenz in
den Winter- und Frihjahrsmonaten [129, 130].

4.2.1 Pravalenz und Bedeutung der einzelnen viralen Erreger

4.2.1.1 RSV

Der haufigste Grund fir eine Hospitalisierung in dieser Studie war eine RSV-
Infektion (52%). Dies Ubertrifft noch die in der Literatur bekannten Haufigkeit von
31-42% und unterstreicht erneut den Stellenwert von RSV als haufigsten Erreger
in der Pathogenese tiefer Atemwegserkrankungen [42, 129]. Ein Grund fir die
etwas héhere Nachweisquote in dieser Studie mag an dem im Vergleich zu den
anderen Arbeiten niedrigerem Altersmedian von 0,8 Jahren liegen.

Der starkste der hier beobachteten epidemiologischen Risikofaktoren flr eine
RSV-Infektion war die Pramaturitat, was bereits in vorhergehenden Studien
berichtet wurde [131, 132]. Beide RSV-Serovare konnten parallel und insgesamt
gleich haufig nachgewiesen werden, wobei in der Saison 2006/07 das Serovar B
dominierte und in der Saison 2007/08 Serovar A. Dies ist in Ubereinstimmung mit
vorhergehenden Arbeiten [132]. Interessanterweise konnte das RSV-Serovar B
haufiger bei mannlichen Patienten nachgewiesen werden und war auch haufiger
mit Fieber assoziiert. Im Vergleich zu vorhergehenden Studien konnten wir
allerdings keine Unterschiede im Schweregrad des Krankheitsverlaufes
nachweisen [131]. In der Studie von Walsh et al. wurden allerdings nur Kinder bis
zu einem Alter von 24 Monaten eingeschlossen, dadurch bedingt lag der
Altersmedian etwa 13 Wochen unter dem unseres Kollektivs. Das macht die
beiden Patientengruppen nicht direkt miteinander vergleichbar. Bei Walsh et al.
lagen die im Wesentlichen beschriebenen Unterschiede zwischen den beiden
Serovaren in der Hohe des pCO,, der Haufigkeit einer invasiven Beatmung und in
einem sich aus verschiedenen Faktoren zusammensetzenden Schweregrad-
Index. Keiner dieser Parameter war Bestandteil unserer Untersuchung.

Schlussendlich sind die Analysen somit nicht gegenlberzustellen und es kann
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keine Aussage dartber getroffen werden, ob die Ergebnisse tatsachlich diskrepant
sind.

4.2.2.2 Rhinoviren

Rhinoviren waren mit 28% der am zweithaufigsten nachgewiesene Erreger. Dies
entspricht den Erfahrungen aus anderen Studien [133, 134]. Das mittlere
Erkrankungsalter lag deutlich héher als bei Patienten mit RSV-Infektion. Dies liegt
darin begrindet, dass Primarinfektionen mit RSV zu 60-80% im ersten Lebensjahr
erfolgen und zu diesem Zeitpunkt zu schwerwiegenderen und eher
hospitalisationspflichtigen Infektionen fihren als Reinfektionen im weiteren Verlauf
[25, 133]. Der Krankheitswert von Rhinoviren ist jedoch aktuell umstritten, da auch
bei 12 bis 20% aller asymptomatischen Kinder Rhinoviren nachweisbar sind [16,
29, 135]. In unserem Patientenkollektiv fand sich jedoch bei 32% der Rhinovirus-
Infektionen eine radiologisch nachgewiesene Pneumonie. Auch fanden sich keine
Unterschiede in der Krankheitsschwere zwischen RSV- und Rhinovirus-
Monoinfektionen, so dass unseren Daten zufolge Rhinoviren ein wichtiger
atiologischer Faktor fir Infektionen der unteren Luftwege sind. Diese Annahme
wird von einigen weiteren Studien unterstitzt. So konnten Tsolia et al. in 34% der
wegen einer Pneumonie hospitalisierten Patienten Rhinoviren nachweisen [60].
Calvo et al. detektierten Rhinoviren mit 25% ebenfalls hdufig bei hospitalisierten
Kindern in Spanien, wobei der Anteil an Pneumonien mit 3,5% hier deutlich
niedriger lag [27]. Ursache fUr diese Diskrepanz ist jedoch mit groBer
Wahrscheinlichkeit die abweichende diagnostische Definition einer Pneumonie.

Bei Calvo et al. fielen nur radiologisch gesicherte Pneumonien ohne obstruktive
Komponente unter die Krankheitsentitdt Pneumonie. Radiologische Bilder im
Sinne einer Pneumonie, aber mit klinisch obstruktiver Komponente wurden den
obstruktiven Bronchitiden zugerechnet. Um die Frage der pathogenen Relevanz
von Rhinoviren endgultig kldren zu kénnen, massten jedoch Studien mit gesunden
Kontrollgruppen durchgefihrt werden.

Bezlglich chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen gilt eine Assoziation von
Rhinovirus-Infektionen zu akuten Exazerbationen als erwiesen [28]. Dies konnten
wir auch in unserem Studienkollektiv bestatigen, in dem bei 38% der Patienten
rezidivierende obstruktive Bronchitiden beschrieben wurden. Hierdurch mag auch

der signifikant haufigere Einsatz systemischer Kortikosteroide bei diesen Patienten
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bedingt sein. Obwohl die therapeutische Verwendung bei LRI, insbesondere bei
RSV-Infektionen, wiederholt kritisch diskutiert wurde [136, 137], konnte im Falle
von Picornavirus-Infektionen (Entero- und Rhinoviren) ein Nutzen nachgewiesen
werden [138]. Eine mdgliche Erklarung hierflr wéare die Assoziation von

Rhinoviren zu rezidivierenden obstruktiven Bronchitiden.

4.2.2.3 Bocaviren

In unserer Studie lag die Nachweishaufigkeit von Bocaviren mit 9% im Rahmen
bereits bekannter Daten [129]. Seit seiner Erstbeschreibung im Jahr 2005 [139]
wird der atiologische Zusammenhang von Bocavirus-Nachweisen und klinischer
Symptomatik diskutiert. Insbesondere wegen des wiederholt beschriebenen hohen
Anteils an Koinfektionen - nach unseren Daten in fast 70% - ist eine klare
Zuordnung der pathogenen Rolle des Virus im Rahmen von LRI derzeit schwierig
[42]. Interessanterweise waren 78% der Patienten mit Bocavirus-Monoinfektion
wegen einer Pneumonie in Behandlung. Allerdings muss hier einschrankend
hinzugefligt werden, dass die Gesamtzahl an Patienten mit Bocavirus-
Monoinfektionen mit 9 Fallen sehr niedrig war, so dass aus dieser Beobachtung
keine unmittelbaren Schlussfolgerungen gezogen werden sollten. Allerdings
berichten Ursic et al. &hnliche Erfahrungen [140] und Deng et al. konnten in 24,6%
bei Patienten mit schwerwiegenden LRI Bocaviren in den tiefen Atemwegen
nachweisen [141], so dass die Rolle von Bocaviren bei der Entstehung
schwerwiegender LRI im klinischen Alltag zumindest in Erwagung gezogen
werden sollte.

Dem entgegen fanden sich in einer weiteren Studie bei Patienten mit
Atemwegsinfektionen (URI und LRI) nur in 10% Bocaviren im Vergleich zu 17% in
der gesunden Kontrollgruppe [130]. Allerdings bestanden Monoinfektionen mit
Bocaviren deutlich haufiger bei symptomatischen Patienten als in der
Kontrollgruppe (29% vs. 7%). Die Autoren schlussfolgern aus diesem Ergebnis,
dass nur bei Monoinfektionen ein Zusammenhang zwischen Bocavirus-Nachweis
und respiratorischer Symptomatik gesehen werden kann [130]. Eine Erklarung ftr
dieses Phanomen kénnte die nach Infektion lange, teilweise bis zu mehrere
Monate dauernde Virusausscheidung sein [142].
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4.2.2.4 Adenoviren

Die Adenovirus-Nachweisquote lag bei 9,1% und entspricht damit bereits
publizierten Daten [18, 60]. Interessanterweise fanden sich auch hier in 68% der
Falle virale Koinfektionen. Eine mégliche Ursache hierfir kann, ahnlich den
Bocaviren, die Persistenz im lymphoiden Gewebe (z.B. Tonsillen) und eine
dadurch bedingte prolongierte Ausscheidung sein [143]. Der Anteil an
Pneumonien bei Adenovirus-Monoinfektionen lag mit 78% (n=7) hoch, aber noch
im Rahmen bereits bekannter Ergebnisse [144]. Auch wenn — ahnlich den
Bocaviren — die Patientenzahl niedrig war, so spricht doch der hohe Anteil an
Pneumonien fur eine nicht unwesentliche Rolle von Adenoviren in der Genese

schwerwiegender LRI.

4.2.2.5 Influenza A und B

Influenza Viren (A und B) konnten in unserer Studie nur in 3,6% der Félle
nachgewiesen werden. Wahrend mehrere Studien ahnlich niedrige Fallzahlen
berichten [133, 145], fand sich in einer weiteren deutschen Studie mit 13,4% ein
deutlich héherer Anteil [6]. Die Ursache fir diese Diskrepanz liegt vermutlich
einerseits darin, dass Schulkinder, bei denen Influenzainfektionen besonders
haufig auftreten, in unserem Patientenkollektiv wegen des jingeren Altersmedians
unterreprasentiert waren. Andererseits ist fir Influenza B-Infektionen eine
ausgepragte Rhythmizitat mit einer Zyklusdauer von 3-4 Jahren beschrieben, so
dass es denkbar ware, dass unsere Uber zwei Jahre angelegte Studie in einer
interendemischen Phase lag [146].

4.2.2.6 Enteroviren

Bei ca. 6% der Patienten konnten Enteroviren nachgewiesen werden. Wahrend
die Nachweisrate bei Piralla et al. mit 2% von 935 Patienten mit respiratorischen
Symptomen insgesamt und 1% bei Patienten mit Infektionen der tiefen Atemwege
deutlich niedriger lag [123], konnten in einer weiteren Studie in 11,6% Enteroviren
im Nasopharyngealsekret nachgewiesen werden [38]. Da in dieser Studie etwa
44% der Félle viralen Meningitiden zuzuordnen waren, liegt der Anteil an
Enterovirus-Nachweisen bei Patienten mit respiratorischen Symptomen in

ahnlichen Dimensionen wie in unserer Studie. In der gleichen Arbeit werden
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darUber hinaus erhebliche saisonale Unterschiede der Enterovirus-Infektionsraten
von 3-31% beschrieben [38]. Insgesamt scheinen Enteroviren fir Infektionen der

tiefen Atemwege damit eher von untergeordneter Bedeutung zu sein.

4.2.2.7 HMPV

Die HMPV-Nachweisquote bewegte sich mit 5,6% ebenfalls in zuvor
beschriebenen Dimensionen [115, 147, 148]. Andere Arbeiten, in denen HMPV als
zweithaufigster Erreger obstruktiver Bronchitiden beschrieben wird, weisen
methodische Schwachpunkte auf. In der Arbeit von Laham et al. wurden
beispielsweise viele Viren, die sich in anderen Arbeiten als relevant erwiesen
haben (z.B. Rhinovirus, Adenovirus), nicht erfasst [149]. In einer anderen
Publikation erfolgte der HMPV-Nachweis mittels PCR und die Testung auf RSV
mittels Immunfluoreszenz. Da im Vergleich beider Verfahren die PCR eine deutlich
héhere Sensitivitat besitzt, entsteht hier ein Bias mit einer Verschiebung
zugunsten von HMPV [150]. Der Verwandtschaft zu RSV entsprechend, ahnelten
sich auch hier die Charakteristika von HMPV- und RSV-Infektionen [115, 151].
Dass es sich bei den HMPV-Nachweisen gréBtenteils (88%) um Monoinfektionen

handelt, spricht fir einen kausalen Zusammenhang zum vorliegenden LRI.

4.2.2.8 Coronaviren

Die Coronavirus-Subtypen OC 43, NL 63 und 229 E konnten insgesamt nur in
2,3% nachgewiesen werden. Leicht héhere Nachweisquoten von 3-4% sind durch
andere Autoren beschrieben [13, 104]. Arbeiten, welche auch die jingst
beschriebene Spezies HCoV-HKU 1 erfassten, konnten in 6% der Proben
Coronaviren nachweisen [152]. Sollte sich bestatigen, dass diese Spezies
tats&chlich fur etwa 50% der Coronavirus-Infektionen verantwortlich ist, ware eine
Erweiterung des diagnostischen Spektrums flr zukinftige Untersuchungen
sicherlich sinnvoll.

Bei 85% der Coronavirus-Infektionen handelte es sich um Koinfektionen.
Einschrénkend ist auch hier die geringe Fallzahl (n=7) zu erw&hnen. Eine hohe
Koinfektionsrate von ca. 70% in einem Kollektiv mit deutlich gréBeren

Coronavirus-Fallzahlen konnten jedoch auch Jevsnik et al. bestatigen [152].
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4.2.2.9 Parainfluenza

Bei den insgesamt 20 Parainfluenzavirus-Nachweisen dominierten Parainfluenza
Typ 3 Infektionen. Dies Uberrascht nicht, denn bekanntermaBBen verursacht PIV
Typ 3, vor allem bei Sauglingen, RSV-ahnliche Krankheitsbilder, wahrend
Parainfluenza Typ 1 und 2 zu Laryngotracheobronchitiden flihren, die in der Regel
nicht im stationaren Rahmen therapiert werden mussen [39]. Hiermit im Einklang
steht der niedrige Altersmedian der Patienten mit PIV-Infektion. Parainfluenzaviren
machen bei hospitalisierten Studienpopulationen generell eher einen geringen
Anteil aus, nichtsdestotrotz liegt der Anteil an PIV-Infektionen bei hospitalisierten
Patienten mit knapp 7% ebenso hoch wie der Anteil an Influenzainfektionen [153].

4.2.2 Koinfektionen

Bei den Koinfektionen handelt es sich in der Gberwiegenden Mehrzahl um
Mischinfektionen zweier Erreger (87,9%). Am haufigsten waren RSV, Bocaviren,
Rhinoviren, Entero- und Adenoviren an Koinfektionen beteiligt. Interessanterweise
fanden sich keine viralen Koinfektionen zwischen Mitgliedern der Ortho-
(Influenza) und Paramyxoviren (RSV, HMPV, Parainfluenza).

Bezogen auf die einzelnen Erreger waren RS- und Rhinoviren absolut gesehen
mit 29 bzw. 30 Fallen am haufigsten in Koinfektionen involviert. Gleichzeitig waren
die Gesamtnachweisraten bei diesen Erregern auch am héchsten, so dass
bezogen auf die Gesamthaufigkeit andere Viren deutlich éfter an Koinfektionen
beteiligt waren. Dies galt insbesondere fir Adeno- und-Bocaviren, bei denen der
Anteil an Infektionen mit mehr als einem Virusnachweis etwa zwei Drittel der Falle
ausmachte, bei Enterovirus-Infektionen sogar 89%. Etwas Uberraschend lag der
Anteil an Enterovirus-Mischinfektionen - in 14 von 16 Fallen in Kombination mit
Rhinoviren - in unserer Studie sehr hoch und deutlich héher als in anderen
Studien [123]. Eine Erklarung hierfiir kdnnte sein, dass der Anteil in unserer Studie
aufgrund einer Kreuzreaktivitat in der PCR, basierend auf der engen
Verwandtschaft zwischen Rhino- und Enteroviren, Uberschéatzt wurde. Trotzdem
scheinen Enteroviren relativ hdufig an Koinfektionen beteiligt zu sein, wie auch
eine Arbeit von Jartti et al., die einen hohen Anteil an Enteroviren an
Mischinfektionen zeigte, nahelegt [133].

Da die Frage, ob eine Misch- bzw. Mehrfachinfektion einen Einfluss auf den

Krankheitsverlauf hat, von besonderer klinischer Bedeutung ist, korrelierten wir
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dies mit dem Krankheitsverlauf. Hierbei konnten wir im Falle der Rhinoviren
keinerlei Unterschiede zwischen Mono- und Mischinfektion feststellen. Dies deckt
sich mit bereits bekannten Daten [28, 125]. Demgegeniber war der
Krankheitsverlauf im Falle von RSV-Koinfektionen jedoch mit einer fast zweifach
erhéhten Pneumonie-Rate deutlich schwerwiegender als bei RSV-
Monoinfektionen. Dies steht im Einklang mit einer vorhergehenden Studie von
Calvo et al., in der ebenfalls ein deutlich schwerer Krankheitsgrad bei Ko- versus
Monoinfektionen mit RSV beobachtet wurde [154]. Widerspriichlich dagegen sind
von Martin et al. prasentierte Daten, die ein erhdhtes Risiko fur eine
Sauerstofftherapie und einen langeren Krankenhausaufenthalt bei Patienten mit
RSV-Monoinfektionen beobachteten. Einschrankend muss hier allerdings erwahnt
werden, dass die Autoren dieser Studie Monoinfektionen mit Koinfektionen
unabhangig von den beteiligten Viren verglichen und auch deutlich weniger virale
Erreger in ihre Studie einbezogen, so dass die beobachteten Unterschiede allein
auf den Unterschieden im Studiendesign beruhen kénnten [121].

Eine weitere in der Vergangenheit haufig diskutierte Frage ist, inwieweit RSV und
HMPYV als Koinfektionen auftreten und welchen Einfluss eine solche Koinfektion
auf den Krankheitsverlauf hat. Die Studienlage ist hier sehr widersprichlich.
Wahrend Greensill et al. bei 70% besonders schwerwiegend verlaufenden RSV-
Bronchiolitiden auch HMPV mittels BAL nachweisen konnten [155], fanden
Woensel et. al bei keinem von 30 wegen einer RSV-Infektion mechanisch
beatmeten Patienten HMPV im Trachealsekret [156]. Letzteres deckt sich mit
unseren Erfahrungen, da auch wir in unserem Kollektiv keine Koinfektionen
zwischen RSV und HMPV gefunden haben.

Andere Autoren befassten sich mit dem Vergleich von Mono- und Koinfektionen
bei stationar und ambulant behandelten Kindern bzw. bei Infektionen der tiefen
und oberen Atemwege und konnten ein erhéhtes Risiko flr eine stationare
Behandlung oder die Beteiligung der tiefen Atemwege bei Koinfektionen
feststellen [122, 134, 157].
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4.3 Quantitative PCR-Ergebnisse

4.3.1 Korrelation der Erregerlast zu den Parametern der
Krankheitsschwere

Waéhrend die Bestimmung der Viruslast fUr einige, vor allem chronische, virale
Erkrankungen (z.B. HIV, Hepatitis) oder bei immunsupprimierten Patienten mit
disseminierter Adenovirus-Infektion [158] bereits zum Standardmonitoring der
Krankheitsaktivitat sowie des Therapieerfolges gehort, ist inr Stellenwert bei
akuten Virusinfektionen, insbesondere der Atemwege, derzeit noch unklar [157,
159]. In dieser Studie konnten wir keine positive Korrelation zwischen Hbhe der
Erregerlast und der Krankheitsschwere feststellen. Ahnliche Beobachtungen
machten Martin et al. sowie Kristoffersen et al. in Bezug auf RSV-, HMPV- und
Coronavirus-Infektionen [115, 134]. Der Vergleich des Risikos, an Infektionen der
tiefen oder oberen Atemwege zu erkranken, stellt eine andere Herangehensweise
an diese Fragestellung dar. Hier konnte in mehreren Arbeiten einiger Autoren
Ubereinstimmend gezeigt werden, dass das Risiko fir LRI mit Hohe der
Erregerlast zunimmt [123, 148].

Interessanterweise fand sich in unserer Studie jedoch eine negative Korrelation
zwischen RSV-Erregerlast und CrP bzw. Leukozytenzahl. Dieses Ergebnis ist
jedoch insofern nicht Gberraschend, da RS-Viren mittels ihrer NS1- und NS2-
Proteine die Induktion von Interferonen supprimieren [160, 161] und so die
Immunantwort modifizieren. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass im Falle von
RSV-Infektionen die laborchemischen Entziindungswerte keine sicheren
Parameter zur Diskriminierung zwischen bakteriellen und viralen Infektionen
darstellen. Diese Tastsache besitzt umso gréBere klinische Bedeutung, da etwa
10-30% der RSV-Infektionen mit einer bakteriellen Koinfektion einhergehen [162].
Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Bezug auf RSV fanden wir bei Adenoviren
eine eindeutig positive Korrelation zwischen der Erregerlast und der H6he des C-
reaktiven Proteins (CrP). Wahrend dieser Zusammenhang bereits in friheren
Studien diskutiert wurde [35], konnten wir hier erstmals eine eindeutige Dosis-
Wirkungsbeziehung nachweisen. Gleichzeitig fand sich ahnlich der von
Dominguez et al. publizierten Daten in unserem Studienkollektiv bei 51% der
Patienten eine ausgepragte Leukozytose mit Zahlen von Gber 15.000/nl. Ein
Zusammenhang zwischen Erregerlast und Vorhandensein einer Leukozytose
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konnte jedoch nicht festgestellt werden. Dies erklart, warum gerade bei
Adenovirus-Infektionen haufig unnétigerweise antibiotisch behandelt wird — in
unserem Studienkollektiv 61% der Patienten.

4.3.2 Viruslast im klinischen Verlauf

Wahrend sich die punktuelle Bestimmung der Erregerlast also nicht als sicherer
Faktor zur Einschatzung der Krankheitsschwere eignet, erlauben serielle
Untersuchungen der Nasopharyngealaspirate bei einem individuellen Patienten
eine Aussage Uber die Krankheitsdynamik. Bei allen viralen Monoinfektionen, mit
Ausnahme von Influenza A, kam es im Verlauf parallel zur Besserung der
klinischen Symptomatik zu einem Abfall der Erregerlast. Diese Beobachtung wird
auch durch andere Studien unterstitzt, die ebenfalls einen Abfall der Erregerlast
bei seriellen Analysen im klinischen Verlauf feststellen konnten [159, 163, 164].

4.3.3 Viruslast bei viralen Koinfektionen

Letztlich muss natlrlich beim Nachweis mehrerer viraler Erreger erwogen werden,
ob es sich tatsachlich um eine Koinfektion handelt oder nicht vielmehr eine
Kodetektion vorliegt. Um diese Frage zu klaren, kann wiederum die
Quantifizierung der Viruslast herangezogen werden. Diese zeigte, dass im Falle
von RSV-Koinfektionen das RS-Virus stets mit einer héheren Viruslast vertreten
war. Dies entspricht Ergebnissen einer Arbeit von Utokaparch et al., nach denen
bei Koinfektionen ebenfalls immer ein Virus dominierte [157].

Unbeantwortet bleibt trotzdem die Frage, ob das zweite, in niedrigerer Viruslast
nachgewiesene Virus, fur die Infektion mit dem anderen Virus pradisponiert, den
Krankheitsverlauf beeinflusst oder ob es sich lediglich um einen ,innocent
bystander‘ handelt. Theoretisch ware aber auch ein umgekehrter Effekt denkbar,
namlich dass sich eine Koinfektion positiv auf den klinischen Verlauf auswirkt Gber
eine Stimulation der antiviralen Wirtsantwort durch Triggerung
interferonstimulierter Gene [165, 166]. Die Erregerlast der einzelnen Viren in
dieser Arbeit lag im Falle einer Monoinfektion stets héher als im Falle einer
Koinfektion. Dies ist zumindest ein Argument fir die gegenseitige Beeinflussung

der Replikation der einzelnen Viren.

In der Zukunft kbnnten in Bezug auf die Frage nach Koinfektion oder Kodetektion

vielleicht Studien eine Antwort geben, bei denen neben der Quantifizierung der

61



4. Diskussion

Erregerlast gleichzeitig virusspezifische Antikérper bestimmt werden. Fir
Bocaviren konnte tatsachlich eine direkte Korrelation zwischen Anitkérpertiter und
Hbéhe der Viruslast nachgewiesen werden. Die Detektion einer geringen
Erregerlast an Bocaviren kdnnte somit Ausdruck einer persistierenden
Ausscheidung sein und Bocaviren sind eventuell erst ab einer bestimmten
Erregerlast fr eine klinische Symptomatik kausal verantwortlich [167].

4.4 Nachweis bakterieller Erreger im Nasopharynx

Insgesamt konnten in unserer Studie in 58% der nasopharyngealen Kulturen
bakterielle Erreger nachgewiesen werden. Mit 36% war H.influenzae am
haufigsten, gefolgt von M.catharralis mit 27,4%. S.aureus und S.pneumoniae
wurden mit jeweils19,5% gleich haufig nachgewiesen. Dies entspricht den
regelmanig auftretenden bakteriellen Pathogenen der oberen Atemwege [168,
169]. Die Bedeutung eines bakteriellen Nachweises in den oberen Atemwegen ist
ebenso wie bei den Viren nicht immer klar, da der Nasopharynx regelhaft von
Bakterien besiedelt wird und die oben genannten Erreger bei 27-35%
asymptomatischer Menschen nachgewiesen werden kdnnen [170, 171]. Vor allem
S.aureus kolonialisiert haufig das Vestibulum Nasi nicht erkrankter Individuen
[172]. Dementsprechend wurde S.aureus nach unseren Daten mit insgesamt 20%
relativ haufig im Nasopharyngealaspirat nachgewiesen, allerdings nur zu 9,3% mit
sreichlich® bakteriellem Wachstum.

Nach unseren Erfahrungen weisen Patienten mit bakteriellem Wachstum im
Vergleich zu Patienten ohne bakteriellen Nachweis im NPA nicht hdufiger
.Klassische“ Merkmale einer bakteriellen Infektion (CrP>5mg/dl, Fieber,
Vorhandensein einer Pneumonie oder Durchflhrung einer antibiotischen
Therapie) auf, was dafir spricht, dass diese Nachweise nicht mit einer Infektion
gleichzusetzen sind.

4.4.2 Interaktion zwischen viralen und bakteriellen Erregern

In 80% der Falle mit Nachweis eines Bakteriums im NPA konnte zeitgleich ein
Virus mittels PCR detektiert werden. Der Anteil, bei denen es sich tatsachlich um
Koinfektionen handelt, dirfte deutlich niedriger liegen, so sind 24 - 40% an
bakteriellen und viralen Koinfektionen bei Bronchiolitiden und Pneumonien
beschrieben [168].
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4.4.2.1 Vergleich viraler und bakterieller Monoinfektionen mit
viralen/bakteriellen Koinfektionen

Wie bei den viralen Koinfektionen interessiert bei der Kodetektion von Viren und
Bakterien, inwiefern diese fir besonders schwerwiegende Verlaufe
pradisponieren. Nach unseren Daten scheint eine Kodetektion die Liegedauer
sowie das Auftreten von Fieber zu beeinflussen. Insgesamt ist die Studienlage zur
dieser Fragestellung ebenso kontrovers wie im Bereich der viro-viralen
Koinfektionen. Honkinen et al. untersuchten beispielsweise Sputum bei Patienten
mit radiologisch bestéatigter Pneumonie und konnten keinen Unterschied im
klinischen Verlauf bei bakterieller, viraler oder gemischter Infektion feststellen.
Dennoch lag bei allen Patienten mit Therapieversagen eine virale/bakterielle
Koinfektion vor [59]. Andere Arbeiten beschreiben im Falle gleichzeitiger
bakterieller Infektion eine erhéhte Letalitat oder eine langere intensivmedizinische
Behandlung [113].

4.4.2.2 Assoziation bakterieller Nachweise zum viralen Infektionsmodus

Ein weiterer relevanter Punkt ist, ob bestimmte Viren fir bakterielle Infektionen
pradisponieren oder vice versa und so bestimmte Muster an bakteriellen und
viralen Koinfektionen entstehen. In unserem Studienkollektiv fiel auf, dass bei
Rhinovirusinfektionen haufiger simultan Pneumokokken detektiert wurden als dies
bei RSV der Fall war. Im Falle von RSV-Infektionen hingegen war ein H.
influenzae Nachweis haufiger. Andere Arbeiten haben ebenfalls eine positive
Assoziation zwischen Rhinovirus- und Pneumokokken-Detektion nachweisen
kénnen [59, 169]. Eine weitere interessante Beobachtung in unserer Arbeit ist die
Verschiebung der Haufigkeiten der bakteriellen Nachweise in Abhangigkeit vom
viralen Infektionsmodus. So war bei viralen Koinfektionen deutlich haufiger M.
catharralis nachweisbar als bei Monoinfektionen (57,9% vs. 28,6%). Vergleichbare
Studien, die diesen Aspekt viraler und bakterieller Koinfektionen untersucht haben,
existieren bis dato nicht. Die Beobachtung unterstitzt jedoch die Hypothese, dass
virale und bakterielle Infektionen sich gegenseitig beeinflussen. Daher sind
klinische Studien notwendig, welche bei der Erforschung der Atiologie von
Atemwegsinfekten sowohl Bakterien als auch Viren mit einer geeigneten
Nachweismethode erfassen. Eventuell besteht hier groBes Potential zur

Pravention schwerwiegender invasiver Infektionen.
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4.5 Bedeutung und Auswirkung der virologischen Diagnostik auf
den klinischen Alltag

Ein weiteres Ziel im Rahmen dieser Studie war es, durch den zeitnahen Befund
der qualitativen PCR, unmittelbar auf das antimikrobielle Behandlungsregime
einzuwirken. Interessanterweise erfolgte nach Erhalt des PCR-Ergebnisses nur in
einem Fall eine Anpassung der Therapie — in Form von Beendigung einer
Antibiose. Diese Beobachtung deckt sich mit den Daten aus anderen Studien, die
ebenfalls keine Beeinflussung der Antibiotika-Verordnung durch die Durchfiihrung
einer ausfuhrlichen virologischen Diagnostik feststellen konnten [173]. Andere
Autoren hingegen konnten eine relevante Reduktion der antibiotischen
Behandlung beobachten [174, 175].

Ein Grund dafir trotz Nachweises eines viralen Erregers die antibiotische
Therapie weiterzufihren mag sein, dass eine bakterielle Koinfektion mittels
alleiniger viraler Diagnostik nicht ausgeschlossen werden kann. Hinzu kommt,
dass auch weder klinisch noch laborchemisch sicher zwischen viraler, bakterieller
oder gemischt viral/bakterieller Infektion zu differenzieren ist [59], so dass sich der
klinisch tatige Arzt oft fr die antibiotischen Therapie entscheidet und die
langfristigen negativen Folgen einer nicht indizierten Antibiotikatherapie diesem
Vorgehen unterordnet.

4.6 Kritische Betrachtung des Studiendesigns

Die Studie zeichnet sich durch das groBe Patientenkollektiv sowie die Erfassung
von zwei kompletten epidemiologischen Jahren aus. Mit der Multiplex-PCR wurde
fur den Nachweis viraler Erreger eine gut etablierte, hoch sensitive und
spezifische Methode verwendet [103, 104, 107].

Ein Schwachpunkt dieser Studie liegt allerdings darin, dass durch die Verwendung
von respiratorischem Sekret aus den oberen Atemwegen, die Knlpfung eines
kausalen Zusammenhangs zur klinischen Symptomatik aus bereits zuvor
beschriebenen Griinden nicht bei allen Erregern zulassig ist. So kdnnen die Daten
bezlglich der bakteriellen Erreger nur eingeschrankt bewertet werden. Allerdings
ist eine invasivere Probenentnahme (BAL, Lungenbiopsie) zu Studienzwecken bei
den insgesamt doch recht benignen Krankheitsbildern ethisch und praktisch
gesehen nicht unproblematisch. Eine noninvasive Gewinnung von Sputum
gestaltet sich bei Kindern teilweise sehr schwierig und weist deutlich schwankende
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Materialqualitat auf [168]. Aussagekraftigere Daten Uber bakterielle Infektionen
hatten allenfalls indirekt tGber zuséatzliche serielle Analysen von Antikérpertitern
gewonnen werden kénnen [14]. In Anbetracht dessen wurde die Studie daher
unter den aktuell im klinischen Alltag einzig praktikablen Bedingungen
durchgeflihrt, auch wenn es zweifelsohne Optimierungsmdglichkeiten gibt.

Ein weiteres Problem der Studie bestand darin, dass das Studiendesign nicht
vorsah, die Dauer der Symptomatik vor Entnahme des ersten NPAs oder eine
eventuell bereits prastationar durchgefihrte Therapie in der Analyse zu
berlicksichtigen. Eine systemische Steroidtherapie zum Beispiel hatte direkte
Auswirkungen auf die Virusreplikation, die Befunde der bakteriellen Kulturen
wirden durch eine antibiotische Anbehandlung verfalscht. Da das
Patientenkollektiv jedoch auf stationar aufgenommene Patienten beschrankt war,
kann davon ausgegangen werden, dass sich der Gberwiegende Anteil in einer
Phase der Verschlechterung der Symptomatik befunden haben muss, so dass die
prastationare Therapie offensichtlich ineffektiv war und spekuliert werden kann,
dass deren Effekt auf die Ergebnisse vermutlich nur gering war.

Dadurch, dass wir nicht auf spezielles Personal zur Gewinnung des
Nasopharyngealaspirates zurlickgreifen konnten (z.B. ,,Study Nurse®), war dessen
Gewinnung stark von der Compliance des Pflegepersonals abhangig. Vermutlich
sind hierdurch gerade Kinder unter zwei Jahren Uberreprasentiert, da die
Probenentnahme sich in der Regel unkomplizierter gestaltete, je junger der Patient

war.
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5. Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen den Stellenwert viraler Erreger in der
Atiologie tiefer Atemwegsinfektionen. RS-, Rhino, Boca- und Adenoviren waren
die hier am haufigsten nachgewiesenen Viren. Gerade in Bezug auf Rhino- und
Bocavirus-Infektionen bleibt der atiologische Zusammenhang zur vorliegenden
Symptomatik jedoch unklar, da beide Erreger haufig auch bei gesunden Individuen
nachweisbar sind. Zur weiteren Klarung in dieser Fragestellung waren klinische
Studien mit gesunden Kontrollgruppen notwendig.

Das Multiplex-PCR-Verfahren eréffnet im Forschungsfeld der viral bedingten ARI
zahlreiche neue Fragestellungen, insbesondere nach der Rolle der Viruslast in
Bezug auf den Krankheitsverlauf und nach méglichen Interaktionen bei viralen
Koinfektionen. Unseren Daten zu Folge besitzt die punktuelle Bestimmung der
Viruslast keine Aussagekraft Uber die Krankheitsaktivitat, der Abfall der Viruslast
im Verlauf erfolgt jedoch parallel zur Besserung der klinischen Symptomatik.
Virale Koinfektionen treten in nahezu 20% der viralen Infektionen auf. Bei Boca-,
Adeno- und Enteroviren machen diese einen GrofB3teil der Nachweise Uberhaupt
aus. Hier ist zu spekulieren, dass es sich zumindest teilweise nicht um echte
Koinfektionen sondern vielmehr um Kodetektionen handelt. Um echte Infektion
und reine Besiedlung oder persistierende Ausscheidung zu differenzieren, waren
serielle Analysen virusspezifischer Antikdrper notwendig. Die Anzahl der
Viruskopien kann eventuell auch zur Differenzierung von Infektion und Besiedlung
dienen, wo hier jedoch die entsprechenden cut-off Werte festzulegen sind ist noch
vollkommen unklar.

Die unterschiedlichen Viruslasten bei Ko- und Monoinfektionen deuten des
Weiteren daraufhin, dass es zu viro/viralen und viral-/bakteriellen Interaktionen
kommt. Das Feld der méglichen gegenseitigen Wechselwirkung reicht von einem
protektiven Effekt bis hin zu einer Aggravierung der klinischen Symptomatik. Im
Falle von RSV ergeben sich hier Hinweise daflir, dass eine virale Koinfektion flir
einen schwerwiegenderen Krankheitsverlauf mit einem geh&uften Auftreten von
Pneumonien disponiert.

Ziel, einer erweiterten Diagnostik zur Klarung der Atiologie einer bestehenden
Infektion, muss immer sein, die Therapie zu optimieren und zu spezifizieren. Eine
alleinige virologische Diagnostik hat in dieser Arbeit nicht zur Beendigung der
antibiotischen Therapie gefthrt. Hierflr verantwortlich sind mégliche bakterielle

Koinfektionen, welche leider weder klinisch, laborchemisch noch radiologisch
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sicher ausgeschlossen werden kénnen. Die Anfertigungen bakterieller Kulturen
aus dem oberen Nasenrachenraum stellt hierfir ebenfalls keine Lésung dar, da
fakultativ pathogene Keime regelhaft den Nasopharynx klinisch unauffalliger
Menschen besiedeln. Fur dieses diagnostische Dilemma steht im klinischen Alltag
aktuell leider keine praktikable und ethisch vertretbare L6sung zur Verfigung.
Kenntnisse Uber die bakterielle Besiedlung des Nasenrachenraums sind neben
den epidemiologischen Erkenntnisgewinn wertvoll, da Hinweise auf viral/
bakterielle Interaktionen bestehen. Dieser Arbeit zu Folge waren RSV-Infektionen
gehauft mit einem Nachweis von H.influenzae assoziiert, bei viralen Koinfektionen
konnte wesentlich haufiger M.catharralis nachgewiesen werden als dies bei
Monoinfektionen der Fall war.

Viro/virale und bakterio/virale Interaktionen in der Pathogenese tiefer
Atemwegsinfektionen sind insgesamt noch unzureichend verstanden. Hier besteht
groBBes Potential in der weiteren Optimierung von Diagnostik und Therapie sowie

in der Ausarbeitung von Impfstrategien.
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Anhang I: Elterninformation und Einverstandniserklarung

Elterninformation

Sie sind als Eltern/ Sorgeberechtigter von gebeten
worden, lhr Kind an der Studie zur Untersuchung eines Zusammenhanges
zwischen Erregertyp und —zahl im Nasen-Rachen-Sekret und dem Verlauf
der tiefen Atemwegsinfektion teilnehmen zu lassen.

Die Studie wird unter der Aufsicht von Herrn Prof. Dr. Schroten am Zentrum
far Kinderheilkunde und Jugendmedizin des Universitatsklinikums
Dusseldorf sowie am Evangelischen Krankenhaus Diisseldorf durchgefiihrt.

Warum wird diese Studie durchgefiihrt?

Akute Infektionen der Atemwege machen den GroBteil der Erkrankungen im
Kindesalter aus und sind weltweit eine der haufigsten Ursachen flr eine stationare
Behandlung im Kindesalter. lhre Erforschung besitzt daher einen hohen
Stellenwert fir die Verbesserung der weltweiten Kontrolle von
Infektionskrankheiten.

Es existieren bereits zahlreiche Untersuchungen tber Infektionen der Lunge und
Bronchien, darunter auch einige Uber den Zusammenhang zwischen Erreger und
Krankheitsschwere. Die meisten dieser Studien zielten jedoch lediglich auf den
Nachweis des Erregertyps. Mit der Weiterentwicklung der Nachweismethoden
existiert nun auch die Mdglichkeit einer Bestimmung der Anzahl an
Krankheitserregern (Viren oder Bakterien). Diese Methode (sogenannte
quantitative PCR) ermdglicht damit eine noch genauere Diagnostik von
Atemwegsinfektionen bei Kindern.

Das Ziel dieser Studie ist es, einen Zusammenhang zwischen Erregertyp und -
zahl im Nasen-Rachen-Sekret und dem Verlauf einer tiefen Atemwegsinfektion bei
stationar behandelten Kindern zu untersuchen. Die Ergebnisse dieser Studie
sollen dabei helfen, die Behandlung tiefer Atemwegsinfektionen bei Kindern zu
verbessern.

Wer kann an der Studie teilnehmen?

An der Studie kénnen alle Kinder zwischen 0 und 16 Jahren teilnehmen, die
aufgrund einer tiefen Atemwegsinfektion, d.h. Bronchitis oder Lungenentziindung,
stationar aufgenommen werden mussen. Ausgeschlossen werden lediglich
diejenigen Patienten, die eine angeborene oder erworbene Immunschwache
haben, da sich der Verlauf von Infektionskrankheiten in dieser Patientengruppe
erwartungsgeman deutlich unterscheidet.

Wo wird die Studie durchgefiihrt?

An der Studie nehmen das Zentrum fr Kinderheilkunde und Jugendmedizin des
Universitatsklinikums DUsseldorf sowie das Evangelische Krankenhaus in
Dusseldorf teil. Die Studie wird somit auf den Stationen und Ambulanzen dieser
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Krankenh&user durchgeflhrt. Die spezielle Erregerdiagnostik (quantitative PCR)
erfolgt im Virologischen Institut des Universitatsklinikums DUsseldorf.

Wie wird die Studie durchgefiihrt?
Der aufnehmende bzw. der zustandige und behandelnde Arzt Uberprift, ob lhr
Kind die Kriterien zur Aufnahme in die Studie erfullt.

Bevor studienbezogene MaBnahmen an ihrem Kind durchgefihrt werden, werden
Sie mindlich und schriftlich aufgeklart. Sollten Sie der Teilnahme Ihres Kindes an
der Studie zustimmen, unterschreiben Sie bitte die Einverstadndniserklarung. Sie
erhalten dann eine Kopie der Elterninformation und der unterschriebenen
Einverstandniserklarung.

Bis auf die zusatzliche Gewinnung von Nasen-Rachen-Sekret zur Bestimmung
des Erregertyps und der Erregerzahl ist die Teilnahme an der Studie mit keinen
von der Ublichen Diagnostik abweichenden MaBnahmen verbunden. Es werden
keine zusatzlichen Blut- oder Réntgenuntersuchungen durchgefihrt. Der Befund
des Nasen-Rachen-Sekretes kann bei teilnehmenden Patienten im Fall eines
erfolgreichen Nachweises des die Erkrankung hervorrufenden Erregers zur
Anpassung der Behandlung, zum Beispiel zum Absetzen einer nicht notwendigen
antibiotischen Therapie flhren.

Bei Ihrem Kind wird insgesamt zweimal Nasen-Rachen-Sekret entnommen. Das
erste Nasen-Rachen-Sekret wird moglichst bald, spatestens 24 Stunden nach
Aufnahme, entnommen. Die Entnahme ist eine wenig belastende MafBBnahme, bei
der eine kleine Menge Kochsalzlésung (2 ml) Gber ein Nasenloch eingegeben wird
und dann aus dem Rachenraum mittels eines flexiblen Saugers abgesaugt wird.
Das zweite Nasen-Rachen-Sekret wird am 3. oder 4. Tag des stationéren
Aufenthaltes entnommen. Die zweite Entnahme ist wichtig um den
Zusammenhang zwischen weiterem Krankheitsverlauf und Entwicklung der
Erregerzahl im Sekret untersuchen zu kénnen.

Das Nasen-Rachen-Sekret wird mittels quantitativer PCR auf folgende Erreger
untersucht: Influenza A und B, Parainfluenza 1-3, RSV, Metapneumovirus (A, B
und C), Rhinovirus, Enteroviren, Coronaviren, Adenovirus, Bocaviren,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae und Bordetella pertussis. Diese
entsprechen bei Kindern mit tiefer Atemwegsinfektion in Deutschland haufig
nachgewiesenen Erregern. Da sie Ublicherweise nicht im Nasen-Rachen-Raum
vorkommen, kdnnen sie bei Nachweis als ursachlich fir eine akute Infektion
betrachtet werden. Ein Teil der Probe wird zuséatzlich routinemaBig in der
zustandigen Mikrobiologie auf andere mdgliche bakterielle Erreger untersucht. Die
Proben werden nach der Untersuchung ordnungsgeman entsorgt und zu keinem
anderen Zweck verwendet.

Neben der Untersuchung des Nasen-Rachen-Sekretes werden die Art und Dauer
der Beschwerden sowie der eingesetzten therapeutischen MaBnahmen
dokumentiert. Die Ergebnisse und Befunde der zusatzlich vorgenommenen
Labordiagnostik und ggf. der Réntgen-Diagnostik werden miteinbezogen. Des
Weiteren werden relevante Daten aus der Vorgeschichte, wie Vorerkrankungen
oder vorausgegangene Medikamenteneinnahme, erfasst und dokumentiert.
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Was sind die moglichen Risiken?
Die Studie ist mit keinen spezifischen Risiken fur lhr Kind verbunden.

Was ist der mégliche Nutzen einer Studienteilnahme?

Das Ziel der Studie ist es, den Zusammenhang zwischen Erregertyp und -zahl im
Nasen-Rachen-Sekret und dem Verlauf eines tiefen Atemwegsinfektes bei
stationar behandelten Kindern zu untersuchen. Bei Nachweis eines
entsprechenden Zusammenhangs werden Mdéglichkeiten zur Entwicklung einer
verbesserten medizinischen Versorgung eréffnet. Der direkte Nutzen fir lhr Kind
kann im Fall des Nachweises eines viralen Erregers in einer Vermeidung oder
Verkirzung einer nicht notwendigen antibiotischen Therapie bestehen.

Kann mein Kind die Studie abbrechen?

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Sollten Sie sich dagegen entscheiden,
entsteht Ihnen daraus kein Schaden oder Verlust an Zuwendungen, die Ihrem
Kind ansonsten zustehen. Sollte lhr Kind an der Studie teilnehmen, kénnen Sie
jederzeit ohne Angabe von Griinden entscheiden, die Teilnahme lhres Kindes an
der Studie zu beenden. Auch daraus entsteht lhnen kein Schaden oder Verlust
von Zuwendungen. Wenn lhr Kind vorzeitig aus der Studie ausscheidet, kdnnen
Daten, die vor dem Zeitpunkt des Abbruchs gesammelt wurden, nach wie vor
verarbeitet werden.

Vertraulichkeit

Diese klinische Studie kann nur durchgefiihrt werden, indem die medizinischen
Daten lhres Kindes gesammelt und ausgewertet werden. Die Weitergabe,
Speicherung und Auswertung dieser anonymisierten Daten erfolgt vertraulich nach
gesetzlichen Bestimmungen. Eine anderweitige Verwendung der Daten setzt eine
zuvor stattgefundene Begutachtung durch die zustéandige Ethikkommission
voraus. Die entnommenen Nasen-Rachen-Sekrete werden ausschlieBlich fir den
genannten Zweck verwendet und danach ordnungsgeman entsorgt. Die
Ergebnisse der Studie kdnnen zu seriésen wissenschaftlichen Zwecken
veroffentlicht und vorgestellt werden.
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Einverstandniserklarung

Ich habe die Elterninformation gelesen und bin mit der Teilnahme meines Kindes

an der beschriebenen Pulmo-PCR Studie einverstanden.

Ich habe die mir ausgehandigte Elterninformation verstanden, hatte Gelegenheit
die Studie zu besprechen und habe keine offenen Fragen mehr. Ich weil3, dass die
Teilnahme an dieser Studie freiwillig ist und dass mein Kind jederzeit die Studie
abbrechen kann, ohne dass ich die Griinde dafiir nennen muss oder dass die
medizinische Versorgung meines Kindes dadurch beeintrachtigt wird.

Unterschrift (Ort, Datum)
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Anhang II: Merkblatt zur Sekretgewinnung

Sekretabnahme Pulmo-PCR Studie:

- durch ein Nasenloch mit 2 ml NaCl mittels Spritze

Anspiilen (es sei denn das Kind produziert selber extrem viel
Sekret)

- Abgesaugt werden soll aus dem Nasopharynx. D.h. der

Schlauch muss iiber die Nase in etwa so weit eingefiihrt

werden, wie der Abstand Nase/Ohr des Kindes.

Danke fiir Eure tolle Unterstiitzung!
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Anhang Ill: Dokumentationsbégen des klinischen Verlaufes

Tag der Aufnahme

Station:

Datum der Aufnahme: 2. Buchstabe Vorname

2. Buchstabe Nachname

Geburtsdatum: Geschlecht: m/w

Respiratorische Diagnose:

Nebendiagnosen:

HUSEEN . e ja/nein
TaChyPNOe: ... ja/nein (AF: ... /min)
Dyspnoe (Einziehungen/ Nasenfligeln):..............cooeiieni. ja/nein

Obstruktion (verlangertes Expirium/ Giemen/ Brummen)....... ja/nein

Rasselgerdusche:  ja/nein

feinblasig/ mittelblasig/ grobblasig

Lokalisation:

SO2: (unter ..... I/min O2-Vorlage per Maske / Nasenbrille / andere: ........ )
Temp max (letzte 6 Stunden):
Leukoz.: (tsd./ul) I/T-Quotient : CRP-Wert: (mg/dl)
Roéntgen-Thorax: ja/ nein Befund:
Datum:
Blutkultur: ja/nein Befund:
Dauer der Symptomatik bei Aufnahme: (Tage)
Vorbehandlung: 1. Dauer: (Tage)

2. Dauer: (Tage)
Grunderkrankungen:
Impfstatus:

86



7. Anhang

Stationar (ab 2. Tag)

Station:
Diagnose: 2. Buchstabe Vorname:
Datum der Aufnahme: 2. Buchstabe Nachname:___
Geburtsdatum: Geschlecht: m / w
Husten: ja/nein
Tachypnoe: ja/nein AF max..___ /min Dauer: (Tage)
Dyspnoe (Einziehungen/ Nasenfllgeln): ja/nein  Dauer: (Tage)
Obstruktion (verlang. Exp./ Giemen/ Brummen): ja/nein  Dauer: (Tage)
Rasselgerdusche:  ja/nein
feinblasig/ mittelblasig/ grobblasig Lokalisation:
Dauer: (Tage)
Minimale SO2: %
Maximale Temp.: Anzahl Fiebertage:
0O2-Zufuhr:  ja/nein  Art: Dauer: (h)
Leukoz. max.: (tsd./pl) Datum:
I/T-Quotient max. Datum:
CRP-Wert max.: (mg/dl) Datum:
Befund 1. NPA: Datum:
Befund 2. NPA: Datum:
Antibiotische Therapie: ja/nein
1.Art: Dauer(Tage):
2.Art: Dauer(Tage):

Beendigung der antibiotischen Therapie nach Erhalt des NPA-Befundes: ja / nein

Poststationdre Antibiotika:

Dauer(Tage):
Supportive Therapie (Steroide/ Bronchodilatatoren/ Infusion): ja/ nein
Art
Dauer

Datum der Entlassung:
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