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Kurzreferat:

Die vorliegende Dissertation umfasst zwei klinischen Studien, welche die Keimbelastung
des Personals bei einer Jet-Ventilation in der starren Bronchoskopie und mdgliche
beatmungsinduzierte Lungenschéadigung bei endobronchialen Ultraschalluntersuchungen

unter einer Jet-Ventilation untersuchten.

In den Untersuchungen zur Keimbelastung durch Jet-Ventilation konnte eine erhéhte
Luftkeimzahl in der Nahe des Bronchoskopausgangs nachgewiesen werden. Das
Exspirationsgas entweicht dort ungefiltert in die Raumluft. Die nachgewiesenen Keime
zahlen nicht als problematische Krankheitserreger, jedoch sollte der méglichen Gefahrdung

durch Patientenkeime weiteres Augenmerk geschenkt werden.

Beatmungsinduzierte Lungenschadigung, in Form von entzindlichen Reaktionen, auch
Biotrauma genannt, wie sie bei anderen Beatmungsverfahren bereits nachgewiesen
wurden, konnten unter einer Jet-Ventilation bei endobronchialen Ultraschall-
untersuchungen, im Rahmen einer starren Bronchoskopie, nicht nachgewiesen werden.
Untersucht wurde die Zusammensetzung der bronchoalveolaren Lavage am Anfang und
am Ende der Jet-Ventilation bezlglich der Zellzahl und Zellverteilung, sowie die
Konzentration der proinflammatorischen Marker IL-1, IL-6, TNF-a und I6sliches ICAM. In
diesen Parametern fanden sich keine signifikanten Veranderungen, so dass es bei der Jet-
Ventilation in Rahmen einer starren Bronchoskopie keine Anhaltspunkte fir eine

beatmungsassoziierte Lungenschadigung gibt.
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1. Einfuhrung

Die Folgen einer mechanischen Beatmung fur den Patienten, die zugehérigen Risiken und
auch Auswirkungen auf die Umwelt sind vor allem fir die konventionelle Beatmung gut
untersucht. Im Bereich der Jet-Ventilation fehlen diesbezlglich Erkenntnisse zu einer
maoglichen Gefdhrdung von Patienten, insbesondere das Entstehen einer
inflammatorischen Reaktion der Lunge auf die kiinstliche Beatmung (Biotrauma) betreffend
und die Frage, ob diese auch bereits bei kurzer Jet-Ventilation nachzuweisen ist.

Die Gefahrdung des Personals durch ein halboffenes System, in dem das Exspirationsgas
vom Patienten die Raumluft kontaminiert, wurde bisher nicht untersucht. Grundlagen zu

gewinnen in diesen zwei Sachverhalten ist der Gegenstand der vorliegenden Arbeit.
1.1 Definition Jet-Ventilation

Jet-Ventilation ist eine besondere maschinelle Beatmungsform mit Applikation geringer
Tidalvolumina bei einer sehr hohen Atemfrequenz, gefolgt von einer passiven Exspiration
[1, 2, 3].

Dabei wird durch das Beatmungsgerat sto3weise Inspirationsgas Uber eine englumige
Leitung in die nach auf3en offenen Atemwege des Patienten appliziert. Die Atemfrequenz
betragt meist zwischen 100 und 250 Inspirationsphasen pro Minute. Es werden jedoch auch
hohere Atemfrequenzen beschrieben. Die technische Umsetzung erfolgt durch
Magnetventile [4]. Die Jet-Ventilation sollte unter Vollnarkose und Muskelrelaxation des

Patienten erfolgen.

Es gibt drei weitere Formen der Hochfrequenzbeatmung. Zum einen die Hochfrequenz-
Oszillationsventilation (durch eine hochfrequent schwingende Membran), zweitens die
Hochfrequenz-Perkussionsventilation und drittens die Hochfrequenz-Ventilation mit

positiven Druck (high frequency positive pressure ventilation) [5].

Der adaquate pulmonale Gasaustausch bei Hochfrequenzventilationen scheint auf
unterschiedlichen physikalischen Mechanismen zu beruhen, von denen die wichtigsten hier

genannt werden sollen.

Proximal gelegene Alveolen werden wie bei der konventionellen Beatmung direkt beliftet.
In den Atemwegen veréndert sich aufgrund der hohen Atemfrequenz das Strémungsprofil
und ermdglicht einen konvektiven Gastransport. Aul3erdem bildet sich ein Coaxialfluss aus,
das heildt, zentral erfolgt der Gasfluss nach distal, wandnah nach proximal. Durch
Turbulenzen, die in den gréReren Atemwegen entstehen, kommt es zu einer

Durchmischung mit Frischgas. Zu den distalen Alveolen erfolgt eine Diffusion der Gase
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entlang des Konzentrationsunterschieds. Einen Einfluss spielen auch die kardiogene
Oszillation, die Taylor-Dispersion und intraalveolare Pendelluft [6, 7, 8].

1.2  Anwendungsbereiche

In der starren Bronchoskopie wird die Jet-Ventilation aufgrund der besseren
Interventionsbedingungen regelhaft verwendet [9]. Die Dauer der Beatmung ist unter dieser

Indikation relativ kurz (meist kleiner als zwei Stunden).

Hierzu erfolgt meist eine Vollnarkose mit intravendsen Anésthetika und eine Jet-Ventilation

Uber einen seitlichen Kanal des starren Bronchoskops [9].

In Abbildung 1 sieht man die schematische Darstellung einer starren Bronchoskopie mit
Jet-Ventilation.

Abbildung 1: schematische Zeichnung: Starre Bronchoskopie mit Jet-Ventilation

Weiterhin optimiert die Jet-Ventilation, durch die minimierte Organbewegung,

verschiedenste mikrochirurgische Eingriffe und Bildgebungsverfahren [10, 11, 12].

Daneben gibt es die Langzeitanwendung im Bereich der Intensivmedizin [13]. Aufgrund
einer vermeintlichen lungenprotektiven Technik wird die Hochfrequenzbeatmung auch bei
Patienten mit schwerer ARDS und ausgeprédgten Gasaustauschstdrungen als
Zweitlinientherapie verwendet. Grundlage der angenommenen Lungenprotektion ist die
Vermeidung der zyklischen Uberblahung der Alveolen, wie es bei der konventionellen
Beatmung der Fall ist. Die geringen Oszillationsvolumina und Druckschwankungen der

Hochfrequenz-Beatmung flhren zu einer Stabilisierung und Schonung der Alveolen [14].



Bisher konnte dadurch eine Verbesserung der Oxygenierung, jedoch keine Verringerung
der Mortalitat von ARDS durch hochfrequente Beatmungen gezeigt werden [15, 13].

Weiterhin kann eine Jet-Ventilation auch transtracheal erfolgen, mit geringerer Morbiditat
im Vergleich zum operativ angelegten Tracheostoma [16]. Bei einer schwierigen Intubation
kann somit vorribergehend die Oxygenierung des Patienten sichergestellt werden [17].
Auch bei der flexiblen Bronchoskopie ohne Intubation kann eine Jet-Beatmung zur
Behebung einer akuten Hypoxie verwendet werden [18].

1.3 Vorteile und Nachteile der Jet-Ventilation

Im Folgenden sollen die wichtigsten Vor- und Nachteile einer hochfrequenten Jet-
Ventilation fur Patienten, die sich einem bronchoskopischen, diagnostischen oder
therapeutischen Eingriff unterziehen missen, im Vergleich zu einer konventionellen

Beatmung unter Vollnarkose kurz dargestellt werden.

Die Vorteile der Jet-Beatmung aus physiologischer Sicht liegen bei einem geringeren
Atemwegsspitzendruck, einem geringeren hamodynamischen Einfluss und einer
reduzierten ADH-Produktion mit folgender Wasserretention. Nachteilig muss das
potenzielle Risiko eines Barotraumas, der kihlende und trocknende Effekt des
Inspirationsgases (hoher Gasfluss), die Unvorhersehbarkeit bezliglich der Effektivitat des
Gasaustausches, die Multifaktorialitat des gelieferten inspiratorischen Sauerstoffanteils und

der vergréfRerte Totraum durch Pendelluft genannt werden [10].

Aus der chirurgischen Sicht zeigen sich die gro3en Vorteile der Verbesserung der Sicht und
des Zugangs, sowie die geringer ausgepragte Bewegung der Lunge und somit des
Operationsfeldes im Vergleich zu einer Standard-Beatmung [19]. AuRerdem kann es nicht
zum Entziinden des Endotrachealtubus bei einer Laserbehandlung kommen. Das Risiko
einer Aspiration von Blut und anderen Debris ist aufgrund des kontinuierlichen Gasabfluss
geringer [2]. Nachteilig ist die Verunreinigung des Exspirationsgases mit operativen

Abfallprodukten zu nennen [10].

Aus der andasthesiologischer Sicht bestehen die Nachteile, dass inhalative Anasthetika
ungeeignet sind beziehungsweise bei ihrer Anwendung die Raumluft kontaminiert wird, nur
ein intermittierendes endtidales CO,-Monitoring mdglich ist, Druckmessungen eventuell
unreprasentativ sind und ein hoher Gasflow, sowie eine kontinuierliche Befeuchtung des

Inspirationsgases notwendig sind [10].

Mdgliche Komplikationen einer Jet-Ventilation sind ein Barotrauma, ein Pneumothorax, ein

Pneumomediastinum, ein Pneumopericard oder Pneumoperitoneum, ein subkutanes



Emphysem, die Dislokation des Katheters, eine Mageniberblahung bis Magenruptur,
Herzrhythmusstérungen, eine nekrotisierende Tracheobronchitis und inadaquater
Gasaustausch mit Hypoxamie, Hyperkapnie, vor allem bei Patienten mit vorbestehenden
(restriktiver) Lungenerkrankungen [10]. Bei Patienten mit  obstruktiven
Lungenerkrankungen besteht die Gefahr, dass sich ein Auto-PEEP (Gas-Trapping)
ausbildet [20]. Dies erhoht wiederum das Risiko fir ein Barotrauma und daraus
resultierenden Schadigungen. Allerdings ist das Risiko fiir Auto-PEEP bei COPD-Patienten
nicht héher als bei konventioneller Beatmung [21]. Viele Komplikationen kénnen durch eine

richtige Verwendung der Jet-Ventilation reduziert werden [22, 2].
1.4 Grundlagen der Studien

Die Jet-Ventilation erfolgt durch ein halboffenes System. Im Rahmen der passiven
Exspiration entweicht das Gas Uber das Endoskop aus der Patientenlunge in die Raumluft.
Eine potenzielle Keimbelastung des Exspirationsgases ist dabei nicht auszuschlieRen. Im
Folgenden werden die Grundlagen, auf denen eine Untersuchung dieser These beruht,
dargestellt. Zunachst wird in die Thematik der Luftkeime eingefuihrt, sowie deren Nachweis
und Grenzwerte erdrtert. AnschlieRend erfolgt ein Uberblick tber die, im Rahmen der

Studie, relevanten Mikroorganismen.

Im zweiten Teil werden die Grundlagen zu beatmungsinduzierten Lungenschaden
dargestellt. Detaillierter wird dann auf die inflammatorische Reaktion der Lunge auf eine
maschinelle Beatmung eingegangen. Die bisherigen Erkenntnisse stammen vor allem von
konservativen Beatmungsformen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das
sogenannte Biotrauma fur die Jet-Ventilation im Rahmen einer endobronchialen

Ultraschalluntersuchung néher untersucht.

Im dritten Teil folgt ein Abschnitt Gber die bronchoalveoléare Lavage, die in beiden Studien

als Untersuchungsmethode herangezogen wurde.
1.4.1 Mikrobiologische Keimbelastung: Messung, Grenzwerte, Keime

Unsere Umwelt wird von unzéhligen Mikroorganismen belebt. In der Luft sind Keime meist
an Partikel gebunden und werden in primére und sekundare Luftkeime unterteilt. Bei
primaren Luftkeimen handelt es sich um aerobe oder anaerobe Sporenbildner und
Schimmelpilze, die je nach Umgebungsbedingungen ausgehend vom Boden, Wasser oder
Pflanzen durch Luftaufwirbelungen, in der Luft nachweisbar sind. Die sekundaren Luftkeime
stammen hauptsachlich vom Menschen. lhre Konzentration hangt von der Keimbesiedlung
der/des Menschen, ihrer/seiner Bewegungsintensitat und der Starke von natdrlichen und

kunstlichen Luftbewegungen, sowie gegebenenfalls antimikrobiellen MaRnahmen und der
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Effektivitét dieser Hygiene ab. In bestimmten Bereichen, wie zum Beispiel im Krankenhaus,
werden Anforderungen an die Luftreinheit gestellt um Gesundheitsrisiken, die eine
Gefahrdung von Menschen darstellen kénnen, zu minimieren. Durch raumlufttechnische
Anlagen wird die Luft gefiltert und so aufbereitet. Hierdurch sollen Luftpartikel sowie
Luftkeime reduziert werden [23]. Grenzwerte fur mikrobielle Luftkontamination werden nach
DIN 1946-4 ,Raumlufttechnische Anlagen in Krankenhdusern® und Empfehlungen des
Robert Koch-Instituts (Kommission fur Krankenhaushygiene und Infektionspréavention)
festgelegt. Hier ergeben sich folgende Grenzwerte in KBE/m3: in Reinraumklasse A <1, B
bei 10, C bei 100 und D bei 200 [24, 25]. Im Operationssaal/Einleitung liegt der Grenzwert

bei 10, in Intensiveinheiten bei 200 und auf Allgemeinstationen bei 500 KBE/m3.

Die Luftkeimzahlkonzentration kann durch verschiedene Techniken bestimmt werden. Hier
kann man Sedimentationsplatten und Luftkeimsammler unterscheiden. Bei
Sedimentationsplatten handelt es sich um Petrischalen mit Nahrbéden, die fir mindestens
eine Stunde am Messort aufgestellt und daraufhin bebritet und ausgezahlt werden. Bei
Luftkeimsammlern unterscheidet man weiterhin Impaktions- und Filtrationsverfahren. Im
ersteren werden Bioaerosolkomponenten aus der Luft durch das Gerat auf einen festen
Nahrboden abgeschieden, indem die Luft aktiv angesaugt wird. Anschlieend erfolgt die
Bebriitung, Auszadhlung, Isolierung und Identifizierung. Entsprechend des
Sammelvolumens lasst sich eine quantitative Aussage zu den luftgetragenen

Mikroorganismen machen [26, 23].

Eines der aktuell am haufigsten benutzten Geréate ist der RCS-Luftkeimsammler der Firma
Biotest. Durch einen Rotor wird ein im Geratekopf eingelegter Nahragarstreifen durch die
Zentrifugalkraft mit Mikroorganismen aus der Luft beimpft. Die hohe Geschwindigkeit des

angesaugten Luftstroms schleudert die Keime auf den Agar [27].

Die Alternative ware das Filtrationsverfahren, in welchem Luft durch wasserldsliche
Gelantinefilter gesaugt wird. Diese mussen anschlielBend auf einen N&hrboden gelegt
werden, um sich bei einer Temperatur tber 30°C aufzulésen. [23] Im Rahmen der

vorliegenden Studie wurde der RCS-Luftkeimsammler verwendet.

Durch die mikrobiologischen Kulturverfahren werden vermehrungsfahige Mikroorganismen
nachgewiesen, so kann ein mikrobieller Belastungsanhaltswert ermittelt werden, der mit
dem Untersuchungsstandort, sowie mit Referenzmessungen eingeordnet werden muss. Es
handelt sich um eine standardisierte Untersuchungsmethode, sodass Vergleiche méglich

sind.
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Zusatzlich zur Luftkeimmessung ergeben Luftstrommessungen wichtige Informationen tber
die Verteilung von Keimen in R&umen. Luftstrémungsrichtungen werden mittels

Rauchréhrchen dargestellt.

Bei Luftkeimmessungen kodnnen so gut wie immer Keime nachgewiesen werden. Um das
Risiko fur eine Infektion zu ermitteln, gilt es zu untersuchen, welche Gattungen und welche

Konzentration an Keimen vorliegen.

Bakterien besiedeln die Umwelt und den Menschen. Es gibt unzadhlige Arten. Um die
Gefahrdung durch Bakterien zu interpretieren, muss man pathogene, fakultativ pathogene
und nicht pathogene Bakterien unterscheiden. Wahrend manche Bakterien, ab einer
bestimmten Anzahl an einer bestimmten Stelle im Kdrper eine Infektion auslésen, wirken
andere zum Beispiel nur bei vorliegender Schwéche des Immunsystems, welche aufgrund
diverser Ursachen vorliegen kann, pathogen. Wann und wo eine Infektion auftritt, ist schwer
vorherzusagen und auch interindividuell verschieden. Der menschliche Korper hat mehrere
Abwehrmechanismen fur Bakterien entwickelt, die eine pathogene Bakterienbesiedlung

beziehungsweise deren Vermehrung verhindern sollen.

Um spater eine Aussage zu der Gefahrdung des Personals aufgrund von Keimen in der
Luft machen zu kénnen, werden hier zunéchst die spater nachgewiesenen Bakterien, sowie

die ,normale“ Flora behandelt.

Bakterien werden in Stamm, Klasse, Ordnung, Familie und Genus eingeteilt. Folgende
Genera wurden im Rahmen der Studie in der Luft nachgewiesen: Staphylococcus,
Micrococcus, Bacillus, Corynebacterium, Streptococcus, Acinetobacter, Methylobacterium,
Neisseria, Pseudomonas und Rothia. AufRerdem erfolgte der Nachweis von
Schimmelpilzen, insbesondere von Aspergillus fumigatus. Manche Erreger wurden
besonders haufig nachgewiesen (Staphylococcus, Micrococcus und Bacillus), andere nur

ein bis siebenmal in 64 Messungen.

Koagulase-negative Staphylokokken sind grundsatzlich weniger pathogen als
Staphylococcus aureus. Sie gehdren zur normalen Haut- und Schleimhautflora. Allerdings
kénnen sie Biofilme ausbilden und verursachen typische nosokomiale Infektionen, die vor
allem Fremdkorper-assoziiert auftreten. Des Weiteren konnen zum Beispiel auch
Endokarditiden durch koagulase-negative Staphylokokken verursacht sein. [28] Folgende
der nachgewiesenen Staphylokokkenarten gehdren zu den koagulase-negativen
Staphylokokken: S. epidermidis, S. hominis, S. auricularis, S. haemolyticus, S. warneri, S.
cohnii, S. capitis, S. lugdunensis, S. lentus und S. carnosus. Staphylococcus aureus gehort
sowohl zur kommensalen Flora, als es auch ein wichtiges pathogenes Bakterium darstellt.

Es kann Infektionen der Haut, bis zu invasiven Wundinfektionen, Osteomyelitis,
12



Bakteriamie, mit entsprechenden Komplikationen wie Endokarditiden, und Pneumonien

auslosen, auBerdem kann es gefahrliche Toxine bilden [29].

Mikrokokken kommen ubiquitar vor. Die nachgewiesenen Spezies Micrococcus luteus und
lylae gehdren auflerdem zur normalen Haut- und Schleimhautflora und gelten als nicht
krankheitserregend [30].

Bacilli haben als aerobe Sporenbildner die Eigenschaft Endosporen zu bilden. Einige
Bacillus-Spezies kénnen krankheitserregend sein, wie Bacillus anthracis, als vermutlich
bekanntester Erreger des Genus. Auch bei Lebensmittelinfektionen kénnen Bacilli
ursachlich sein (Toxine). Ansonsten gehoren Bacillus-Spezies auch zur normalen
Hautflora. Bacillus pumilus wurde im Zusammenhang mit Hautinfektionen beschrieben [31].
Fur die tbrigen nachgewiesenen Bacillus-Spezies wurde bisher keine assoziierte Infektion
beim Menschen beschrieben [32].

Corynebakterien gehéren zum Mikrobiom der menschlichen Haut. Ein pathogener Vertreter
ist Corynebacterium diphtheriae, dessen typische Infektion, die Diphtherie, aufgrund der
vorliegenden Impfung in entwickelten Landern selten ist. Corynebacterium mucifaciens

wurde einmalig mit einer Pneumonie assoziiert [33].

Streptokokken sind unbeweglich, grampositiv und kénnen keine Sporen ausbilden. Sie
liegen meistens in Paaren oder Ketten vor. Die wichtigsten humanpathogenen
Streptokokken stellen S. pneumoniae, S. pyogenes, S. agalactctiae dar. Auch die nicht-
hamolysierenden Streptokokken der Mundflora kénnen Infektionen, zum Beispiel der
Herzklappen, auslésen. Daflir miissen die Bakterien allerdings zunachst in die Blutlaufbahn

gelangen [23].

Acinetobacter Iwoffii gehort zur normalen Hautflora und kann auch im Oropharynx
nachgewiesen werden. Katheter-assoziierte Infektionen kénnen bei immunsupprimierten

Patienten verursacht werden [34]. AuRerdem zeigte sich ein Fall einer Gastroenteritis [35].

Methylobacterium mesophilicum wurde selten als Ursache fir eine opportunistische

Infektion bei Immunsupprimierten beschrieben [36].

Der Hauptteil der Neisseria-Spezies sind Bewohner der oberen Respirationstrakis des
Menschen und nicht pathogen. Bei immunsupprimierten Personen kénnen jedoch auch die
normalen kommensalen Arten Infektionen verursachen. Als pathogen werden sonst nur

Neisseria gonorrhoeae und Neisseria meningitis gesehen [37].

Pseudomonas oryzihabitans kann Katheter-assoziierte Infektionen verursachen und bei

Immunsupprimierten pathogen wirken [38, 39].
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Rothia mucilaginosa gehort zu der Familie der Micrococcaceae und gehort zur normalen
Flora des Oropharynx und des oberen Respirationstrakts. Es ist opportunistisch pathogen
und kann Infektionen verursachen, von denen vor allem Immunsupprimierte geféhrdet sind
[40].

Aspergillus fumigatus gehort zu der Gruppe der Schimmelpilze. Sporen, die in die
Atemwege gelangen kdnnen bei geschwachtem Immunsystem eine Aspergillose auslosen
[41].

Der Fokus der ersten Studie sind potenzielle aerogene Infektionserreger, die vom Patienten
auf das Personal Ubertragen werden kénnen, indem Exspirationsgas ungefiltert in die
Raumluft entweicht, wie es bei einer Jet-Ventilation bei einer starren Bronchoskopie tblich
ist. Aerogene Infektionen entstehen durch Pathogene, die tUber die Luft, in Aerosolen oder
Staub, Ubertragen werden. Werden sie inhaliert, konnen Infektionen der Atemwege
entstehen: der Nase und Nasennebenhdhlen, des Rachens und der Lunge. Auch
gastrointestinale oder andere Organsystem-betreffende Infektionen kdénnen ausgelést
werden. Viele bekannte Infektionen kénnen auf eine aerogene Transmission zuriickgefuhrt
werden. Beispiele fur schwere Infektionen sind Anthrax und Tuberkulose. Die bisher
dargestellten Erreger sind hauptséchlich opportunistisch pathogen, einzelne Subtypen

gelten auch fir Immunkompetente als pathogen.

Nach den neuen Erkenntnissen im Forschungsbereich Mikrobiom, bewohnen einen
Menschen zehnmal mehr Bakterien als man Kdrperzellen hat. Diese finden sich vor allem

im Gastrointestinaltrakt, gefolgt vom Mund, der Haut und den Atemwegen [42].

In der Mikrobiom-Forschung erfolgt der Nachweis von Bakterien kulturunabh&ngig. In einer
gesunden Lunge finden sich normalerweise keine kultivierbaren Bakterien. Daher ging man
frher davon aus, dass die Lunge steril ist. Heute ist dank Sequenzierungstechniken
bekannt, dass mehrere Bakteriengattungen die gesunde Lunge besiedeln [43]. Das konnte
mittels der Kultur-unabhangigen Verfahren gezeigt werden. Vor allem die Stamme
Proteobacteria, Firmicutes und Bacteroidetes wurden identifiziert. Die haufigsten Genera
stellten Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, Fusobacteria und Veillonella dar, in

geringerer Zahl auch die potentiell pathogenen Haemophilus und Neisseria.

Das Mikrobiom der Lunge enthalt laut Erb-Downward 2011 vor allem die Genera
Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella, Fusobacterium, Haemophilus, Veillonella und
Porphyromonas. Aber auch Acinetobacter, Corynebacterium und Klebsiella wurden im

Rahmen der Studie in der Lunge gefunden [44].
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Pilze finden sich unter anderem folgende haufiger in der menschlichen Lunge: Candida,
Neosartorya, Malassezia und Aspergillus [45].

Eine Studie, die die Bakterien von den oberen und unteren Atemwegen bei gesunden
Patienten untersuchte, berichtet, dass deren Zusammensetzung nicht zu unterscheiden sei,
in der Lunge jedoch eine geringere Menge an Bakterien vorliegt. Spezifische Sequenzen
waren selten und variierten unter den untersuchten gesunden Personen [46]. Hier wurde
unter anderen auch noch zusétzliche, in der vorliegenden Studie gefundene, Bakterien
nachgewiesen. Insgesamt zeigten sich in den Studien zum Mikrobiom der Lunge
gramnegative Proteobacteria, wie Neisseria, Haemophilus, Klebsiella, Pseudomonas und
Methylobacterium, gram-positive Firmicutes, zu denen die Klasse der Bacilli gehoren, zu
denen unter anderem die Streptokokken (Lactobacillales), als auch die Staphylokokken und
Bacilli (Bacillales) z&hlen, aber auch Actinobacteria wie Micrococcaceae und
Corynebacterineae [46, 47, 48].

Die Forschung untersucht mittlerweile intensiv mogliche Zusammenhange zwischen dem
Mikrobiom eines Menschen und verschiedensten Krankheiten. Es beschrénkt sich dabei
nicht mehr auf die klassischen Infektionskrankheiten, hinzukommen zum Beispiel COPD
oder Lungenkrebs [49, 50].

Es gibt ausfihrliche Berichte tber die Gefahr von Bronchoskopie-assoziierten Infektionen
fur Patienten, welche eine Reihe von Praventionsmalinahmen nach sich ziehen [51]. Nach
dem UpToDate-Artikel ,Flexible bronchoscopy in adults: Overview“ von 2018 unterliegt
auch das Personal wéhrend einer Bronchoskopie der Gefahr, infektiosen Organismen
ausgesetzt zu sein und sollte sich deshalb mit Kittel, Handschuhen, Maske und
Augenschutz wahrend der Bronchoskopie schitzen [52]. Dies sei der aktuell empfohlene
Standard.

Zum Schutz vor dem Einatmen von schadlichen Aerosolen und Partikeln werden in
medizinischen Bereichen meist partikelfiltrierende Halbmasken (FFP) getragen. Sie
schitzen Mund und Nase. Fur diese Atemschutzmasken gibt es eine européische Norm
(EN 149), die sie in 3 Klassen einteilt. Zum einen wird die Leckage bertcksichtigt, des
Weiteren die Schutzwirkung durch die Masken. Die Masken der Klasse 3 bieten den

sichersten Schutz gegen Mikroorganismen.
1.4.2 Beatmungsinduzierte Lungenschaden

Die mechanische Beatmung von Patienten zeigt viele unerwiinschte Nebenwirkungen. Bei
der Positivdruck-Beatmung wird unter anderem die Lunge durch Uberblahung (Barotrauma)

geschadigt, mit zahlreichen mdglichen Komplikationen wie Pneumothorax,
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Pneumomediastinum oder Pneumoperitoneum, es kommt zu einer Verschlechterung der
Hamodynamik, der mukozilliaren Motilitat, einer Muskelschwéchung und Wasserretention
[53].

Als VILI (ventilator-induced lung injury) bezeichnet man eine akute Lungenschéadigung,
welche unter mechanischer Beatmung entsteht und nachgewiesenermaf3en durch diese
verursacht ist. VALI (ventilator-associated lung injury) dahingegen liegt vor, wenn der
kausale Zusammenhang nicht gezeigt werden kann [54].

Die alveolare Uberdehnung und zyklische Atelektasenbildung durch Kollaps der Alveolen
wahrend der Exspiration, werden als die Hauptursachen flir beatmungsinduzierte
Alveolarschaden bei Positivdruckbeatmung gesehen [55]. Schwere Alveolarverletzungen
fuhren zu einem durch erh6hte Permeabilitat bedingten intestinalen und alveolaren Odem,
einer alveolaren Blutung, zu hyalinen Membranen, Verlust von funktionellem Surfactant und
einem alveolaren Kollaps [54]. Die relative Bedeutung der alveolaren Uberdehnung und
zyklischen  Atelektasenbildung auf die Pathogenese beatmungsassoziierter
Lungenschaden ist unbekannt [56].

Dass Ventilations-assoziierte Lungenschéadigungen (VALI) bei 24 Prozent der Patienten
ohne vorbestehende ALI/ARDS, die eine mechanische Beatmung tber funf Tage erhalten
haben, entstehen, zeigt eine Studie mit 332 mechanisch beatmeten Patienten ohne
ALI/ARDS [57]. Patienten mit vorgeschadigter Lunge sind besonders pradispositioniert fir
VALI. Weitere Risikofaktoren sind ein hohes Tidalvolumen (>6ml pro Kilogramm ideales
Korpergewicht), Bluttransfusionen, Azidose (pH<7,35) und restriktive Lungenerkrankungen
[57].

In Tierstudien mit Ratten zeigte sich, dass vor allem ein hohes Tidalvolumen Schaden zu
verursachen scheint [58]. Neben einem geringen Tidalvolumen werden ein geringer
Atemwegsplateaudruck (<30 cm H,O) und ein PEEP (positive end expiratory pressure)

empfohlen [59].

Die Jet-Ventilation wurde als alternative Beatmungsform ohne zyklische Uberblahung der
Alveolen als besonders schonend betrachtet. Wie im Unterpunkt ,Anwendungsbereiche®
erwahnt wurde, wird sie deshalb unter anderem bei Patienten mit ARDS verwendet. Doch

auch unter Jet-Ventilation kdnnen Barotraumata der Lunge entstehen (auto-PEEP [20]).

Neben den biophysikalischen Lungenschadigungen durch Baro-, Volumen-, Ateleta- und
Scherkréftetrauma bei mechanischer Beatmung existiert noch das sogenannte Biotrauma
[60]. Hier entsteht durch die mechanische Beatmung ein diffuser Alveolarschaden, der

sekundar eine lokale Entziindungsreaktion hervorruft.
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Entziindungen entstehen durch eine Aktivierung des Immunsystems. Die potenziellen
Ursachen einer Entziindungsreaktion sind vielféltig. Es muss ein Reiz vorliegen, der das
physiologische Mal Gbersteigt. Es kann sich dabei sowohl um physikalische (mechanisch,
thermisch, Strahlung) oder chemische Reize, als auch um Allergene und Autoallergene,
sowie Krankheitserreger handeln. Beim Biotrauma handelt es sich um eine
Mechanotransduktion. Es folgt eine biochemische Reaktion auf einen mechanischen Reiz.
Geschadigte Alveolar- und Endothelzellen und insbesondere aktivierte Makrophagen
setzen proinflammatorischen Mediatoren wie die Zytokine Interleukin 1 und 6 und Tumor-
Nekrose-Faktor alpha, aber auch Leukotriene, Endotoxin und Proteasen frei. Infolgedessen
tritt eine biochemische Schadigung der Lunge hervor. Sekundar kann es aufgrund einer
Einschwemmung von proinflammatorischen Mediatoren in den Systemkreislauf zu einer

systemischen Entziindungsreaktion kommen.

Im Folgenden soll die Entziindungsreaktion UberblicksméRig beschrieben werden:
Makrophagen schitten durch die Stimulation inflammatorische Zytokine wie IL-13, IL-6 und
TNF-a aus [61]. Diese induzieren in Endothelzellen eine Zunahme von Selectinen (P- und
E-Selectin) auf der Oberflache. Es kommt zu einer gesteigerten Adhasion von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten. Des Weiteren induzieren IL-1 und TNF-alpha unter anderem
in Makrophagen und endothialen Zellen die Produktion von Chemokinen. Aus der
Kombination von Selectinen und Chemokinen an der Endotheloberflache folgt schlief3lich
eine Bindung von neutrophilen Granulozyten und Monozyten Uber die Integrine an den
Endothel-Liganden ICAM-1 (Exprimierung durch TNF-a getriggert). Dann kann es, nach
dem Konzentrationsgefélle der lokalen Chemokine, zur Diapedese dieser Leukozyten ins
Gewebe kommen. Die Folge ist eine Akkumulation von neutrophilen Granulozyten
innerhalb von Stunden bis Tagen am Entziindungsort, von Monozyten innerhalb von Tagen
bis Wochen [62].

Um eine Entzindungsreaktion nachzuweisen gibt es verschiedene Mdoglichkeiten.
Losliche Zytokine lassen sich durch einen Immunoassay in verschiedenen Korper-
flussigkeiten oder Geweben nachweisen. Durch einen Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) lassen sich Aussagen zur Konzentration eines Zytokins in einer Probe
machen. Des Weiteren soll im Rahmen der Studie die Bestimmung der Zellzahl und

Differenzierung der Zellen in der BAL erfolgen.

Bisherige Untersuchungen zum Biotrauma unter mechanischer Beatmung brachten

folgende Erkenntnisse:

In zwei Studien zu inflammatorischen Reaktionen bei Ein-Lungenbeatmung an

erwachsenen Patienten zeigte sich ein Anstieg von proinflammatorischen Markern wie
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TNF-a und I6sliches ICAM-1 in der BAL [63, 64]. Im Rahmen der vorliegenden Studie sollen
sowohl diese zwei Parameter als auch Interleukin 1 und 6 in BAL-Proben am Anfang und
am Ende der Jet-Ventilation quantifiziert werden.

In einer Studie an Hasenlungen wurden Entziindungsmediatoren in der BAL nach
konventioneller und hochfrequenter Oszillationsventilation bestimmt und verglichen. Nach
vier Stunden waren die neutrophilen Granulozyten, der Plattchen-aktivierenden Faktor und
Thromboxan B2 bei der konventionellen Beatmung signifikant hoher als bei der
Hochfrequenz-Oszillationventilation [65].

An Ratten konnte gezeigt werden, dass TNF-a nach zweistlindiger konventioneller
Beatmung in der BAL anstieg, vor allem bei Beatmung ohne PEEP [66]. Auch eine Studie
an Mauselungen zeigte sich die Abhangigkeit von den Beatmungsparametern auf die
Zytokinentstehung. Hier wurden TNF-a und IL-6 mRNA Erhéhungen nach Hyperventilation
festgestellt [67]. In einem in vitro Modell zeigte sich, dass Lungen-Makrophagen, die
zyklischer Dehnung unterliegen, inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-6 und 8 und
Matrix-Metallproteinase-9 freisetzen [68].

Ob eine derartige inflammatorische Reaktion auch beim Menschen auftritt, untersuchte eine
Studie an Patienten mit ARDS. Es zeigte sich unter anderem ein Anstieg von IL-1 3, IL-6
und TNF-a in der BAL, der bei protektiver Beatmungstechnik geringer ausfiel [69]. Ferner
konnte gezeigt werden, dass Zytokine, die durch eine mechanische Beatmung freigesetzt
wurden und in der BAL nachweisbar waren, innerhalb einer Stunde auch in die Zirkulation
der Patienten freigesetzt wurde. Auch unter lungenprotektiver Beatmung stiegen die

inflammatorischen Marker in der BAL in dieser Studie weiter an [70].

In Rattenlungen konnte 2001 eine Neutrophileninfiltration nach 40-minitiger Beatmung,
sowie eine Aktivierung von Makrophagen nachgewiesen werden. Histologisch fanden sich
eine vermehrte Neutrophileninfiltration sowie destruktive Veranderungen der Alveolarwand,
vor allem bei der Gruppe mit hherem Beatmungsdruck [71]. Fur zwei Stunden beatmete
Ratten zeigten einen Anstieg von TNF-a in der BAL im Vergleich zu spontan Atmenden
[72].

An Hasen, die eine Stunde hochfrequente Jet-Ventilation erhielten, zeigten sich
histopathologisch charakteristische Veradnderungen fur Inflammation und mechanische
Schaden an der Mukosa oberhalb der Offnung des Endotrachealtubus. Zu den

Hauptbronchi hin nahm der Grad der Schadigung ab [73].

Bei acht Neugeborenen, die eine Jet-Ventilation erhielten und anschlieRend verstarben

zeigte sich im Vergleich zur Histologie von der Vergleichsgruppe mit konventioneller
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Beatmung, eine vermehrte Schadigung des Lungengewebes im Bereich der Trachea, der
Carina und der Hauptbronchien und insgesamt eine vermehrte Inflammation und

Zerstbrung des Flimmerepithels [74].

Zusammenfassend scheint es eine inflammatorische Reaktion auf kinstliche Beatmung
auch bei Jet-Ventilation zu geben. Unter anderem konnte diese durch einen Anstieg von
TNF-a, IL-1 und 6 und l8sliches ICAM-1 in der BAL, sowie eine Neutrophileninfiltration in
der Lunge, nachgewiesen werden. Daten zum Biotrauma bei erwachsenen Patienten unter
Jet-Ventilation im Rahmen einer Bronchoskopie liegen derzeit nicht vor und sollen
Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit sein.

1.4.3 Bronchoalveoldre Lavage

Die bronchoalveoldare Lavage (BAL) ist eine standardisierte Untersuchungsmethode fir
Erkrankungen der Lunge. Sie ist sicher und minimalinvasiv und bringt spezifische
Ergebnisse zu intestinalen Lungenveranderungen [75]. Es gibt keine absoluten
Kontraindikationen flr eine BAL, abgesehen von denen, die bereits fiir eine Bronchoskopie
gelten. In der BAL kann neben der Zellzahl eine Zelldifferenzierung, sowie der Nachweis
und die Bestimmung der Menge von Zytokinen und Oberflachenmarker erfolgen. Die
geringe Morbiditat fir den Patienten, sowie die grof3ere Probenoberflache in der Lunge und
bessere Vergleichbarkeit, bei zwei in einer Lunge entnommenen BAL-Proben, sind die
wesentlichen Vorteile zu einer Lungenbiopsie [75]. Hierzu missen die BALs an zwei
verschiedenen Stellen entnommen werden, um eine potenzielle durch die erste Lavage
verursachte Reaktion des Lungengewebes nicht fehlzudeuten. Optimal wére die
Durchfiihrung der Lavage vor einer Intervention in der Lunge des Patienten. latrogen
verursachte Blutungen koénnen sonst die Konzentration von Zellen und Proteinen

verandern.

Die Lavage mit 100ml Volumen ermdglicht eine Untersuchung von rund einer Million
Alveolen (1,5 bis 3% der Lunge). Unabhéangig von der Lungenseite lasst sich daraus ein
reprasentatives Bild von Inflammations- und Immunprozessen in den Alveolen darstellen
[76].

Normwerte einer BAL (Institut fur Molekulare und Klinische Immunologie der Universitat
Magdeburg) sind: Epithelzellen < 5 %, Lymphozyten < 13 %, Neutrophile Granulozyten
< 3 %, Eosinophile Granulozyten < 1 % und Makrophagen > 84 % der Zellzahl.

Dariber hinaus kann man anhand einer BAL Bakterien in den unteren Atemwegen
nachweisen [47]. Hierzu wird im Routineverfahren aus der Probe eine Kultur angelegt, die

nach einer entsprechenden Bebritung dem Keimnachweis dient.
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15 Fragestellungen
In zwei Studien wurden die folgenden Fragestellungen zur Jet-Ventilation untersucht:

e Besteht eine mikrobiologische Keimbelastung fir das Personal bei Jet-Ventilation in
der Bronchoskopie? (Studie 1)
o Entstehen beatmungsinduzierte inflammatorische Lungenschaden durch Jet-

Ventilation wahrend einer EBUS-Bronchoskopie? (Studie 2)

Eine Belastung der in den Raum abstromenden Exspirationsluft mit Keimen aus der
Patientenlunge, wurde nach den durchgefiihrten Recherchen bisher noch nicht untersucht.
Es muss fiir mdglich gehalten werden, dass die Jet-Ventilation Keime mobilisieren kdnnte

und als erregerhaltiges Aerosol somit eine potenzielle Gefahr fur das Personal darstellt.

Beatmungsinduzierte Lungenschaden treten bei herkdmmlichen Beatmungsformen in
Abhangigkeit von  Dauer und  Durchfilhrungsparametern  (Beatmungsdruck,
Beatmungsfrequenz) nachgewiesenermaf3en auf [59]. Die Jet-Beatmung gilt als
,schonende® Beatmungsform, die unter anderem bei ARDS-Patienten verwendet wird [13].
Es liegen keine Daten Uber die Entstehung eines Biotraumatas durch Jet-Ventilation bei
Erwachsenen vor. Ein Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung der Frage, ob
wahrend einer kurzen Jet-Ventilation (unter zwei Stunden) im Rahmen einer EBUS-
Bronchoskopieuntersuchung eine durch die Jet-Ventilation verursachte inflammatorische

Reaktion des Lungengewebes nachweisbar ist.
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2. Material und Methoden

Zur Untersuchung der Fragestellungen wurden zwei Studien geplant und mit der im

Folgenden beschriebenen Methodik und Geréatetechnik durchgefuhrt.
2.1 Studiendesign

Es erfolgten zwei klinisch-prospektive Studien im Zeitraum 2012 bis 2014 mit zwanzig
beziehungsweise zehn Patienten pro Fragestellung. Die Patienten, bei denen eine
Bronchoskopie unter Jet-Ventilation erforderlich war, wurden nach im Unterpunkt
.Patienten” aufgeflihrten Kriterien fiir die Studie ausgesucht.

Der Ort der Untersuchungen war die Bronchoskopie-Abteilung der Universitatsklinik fur
Pneumologie des Universitatsklinikums Magdeburg. Das benutze Jet-Beatmungsgerat ist

ein MONSOON - Universal Jet Ventilator von der Firma Acutronic Medical Systems AG.

Abbildung 2 - MONSOON Jet Ventilator (Acutronic Medical Systems AG)

2.2 Patienten
2.2.1 Mikrobiologische Keimbelastung (Studie 1)

Die Studie wurde an insgesamt 20 Patienten durchgefiihrt (n=20), bei denen eine starre
Bronchoskopie unter Jet-Ventilation erforderlich war. Die Patienten waren beiderlei
Geschlechts (méannlich n=9, weiblich n=11), das durchschnittliche Alter betrug 67,85 Jahre.

Fur die Auswertung der Ergebnisse wurden vier Datensatze ausgeschlossen. Bei diesen
vier Messungen zeigten sich unplausibel hohe Keimzahlen in der Luftkeimmessung, die

madglichweise durch Kontamination (wahrscheinlich am Néahragar) entstanden waren. Diese
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Ausrei3er waren deutlich von den Ubrigen Messungen abweichend und héatten zu
Verzerrungen der Ergebnisse gefiihrt, weswegen die Auswertung nicht zielfihrend
gewesen ware.

2.2.2 Beatmungsinduzierte Lungenschaden (Studie 2)

Die Studie wurde mit 10 Patienten beiderlei Geschlechts (mannlich n=8, weiblich n=2)
durchgefinhrt.

Die Einschlusskriterien der Studie waren: Patienten im Alter von 18 bis 80 Jahren, bei denen
eine Bronchoskopie unter Jet-Beatmung erforderlich war und eine schriftliche
Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme vorlag.

Die Ausschlusskriterien lauteten: Patienten mit einer akuten allergischen Erkrankung;
Patienten, die in den letzten 14 Tagen akut erkrankt waren; die Steroidhormone oder
andere Immunsuppressiva innerhalb der letzten 14 Tagen vor der Bronchoskopie der
Studie angewendet hatten; Patienten, welche die geforderte Nikotinkarenz von Uber vier
Wochen nicht eingehalten haben oder Patienten mit mangelndem Interesse an der Studie
und mangelnder Bereitschaft, mit dem Studienpersonal zu kooperieren.

2.3 Untersuchungsablauf
2.3.1 Mikrobiologische Keimbelastung (Studie 1)

Um die mikrobiologische Belastung, welche durch die Jet-Beatmung flr das Personal

entsteht, zu bestimmen, wurden Luftkeimmessungen durchgeftihrt.

Zunachst erfolgten jedoch Luftstrommessungen zur Darstellung des Abstromweges des

Exspirationsgases aus dem starren Bronchoskop wahrend einer Jet-Ventilation.

In Abbildung 3 und 4 wurde versucht, die Ergebnisse der Luftstrommessungen durch Fotos

Zu visualisieren.
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Abbildung 3: Luftstrommessung bei Jet-Ventilation

Abbildung 4: Luftstrommessung bei Jet-Ventilation
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Bei den Luftstrommessungen zeigte sich ein Aufsteigen des Rauchs direkt hinter dem
Bronchoskop. Mit jedem Exspirationsstol3 wurde Gas im Bereich des Endoskopausgangs
gerade von diesem wegfihrend beschleunigt und hatte zusatzlich die Tendenz
aufzusteigen. Ab einer Entfernung von circa 50cm vom Endoskopausgang verteilte sich der
Rauch diffus im Raum. Diese Ergebnisse waren die Grundlagen zur Festlegung der
optimalen Messorte fur die Keimbelastung. Es wurde zuné&chst der unmittelbare
Endoskopausgang als Messort festgelegt, um eine Messung direkt am vermuteten
Emissionsort durchzufiihren. Die nachste Station aufgrund eines aufsteigenden Rauches
bei der Luftstrommessung war der sich durchschnittlich 40cm tber dem Endoskopausgang
befindende Kopf des Untersuchenden/ Operateurs. Um auch die Gefahrdung des weiteren
Personals im Raum wahrend der Bronchoskopie unter Jet-Ventilation ermitteln zu kénnen,
sowie die Keimzahl zu vergleichen, wurde ein weiterer Messort in zwei Meter Abstand vom
Endoskop, auch auf durchschnittlicher Gesichtshéhe (wie bei der Untersucherhdhe),
festgelegt. Zur Messung einer Hintergrundkeimbelastung wurde eine Messung am

Zuluftauslass des Bronchoskopieraums durchgeftihrt.

Die Luftkeimmessung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische
Mikrobiologie / Bereich Krankenhaushygiene mit einem Luftkeimsammler der Firma Biotest
AG der Marke RCS High Flow Biotest HYCON (Seriennummer 32171). Als Nahrmedium
wurden HYCON Agar Strips TC verwendet. Dies ist ein Allgemein-Nahrboden, welcher fiir
ein breites Keimspektrum geeignet ist. Das Gerdt wurde entsprechend der
Bedienungsanleitung verwendet. Das Messvolumen betrug 200 Liter. Die
Probenbezeichnung erfolge mit Identifikationsnummer, Datum, Uhrzeit und
Entnahmestelle. Als Probenentnahmestellen wurden die oben beschriebenen vier

reprasentativen Messorte folgendermafen benannt:

o der erste als ,Endoskopausgang®“ (5cm vor dem Endoskopausgang),
o die zweite als ,Untersucherh6he” (40cm tber dem Endoskopausgang),
o die dritte als ,zwei Meter Entfernung“ (zum Patienten gerichtet) und

e die Referenzmessung als ,Zuluftauslass” an der Decke des Raumes.

Es erfolgte anschlieBend eine Keimzahlbestimmung (in KBE/m3) und eine
Keimidentifizierung. Zusatzlich erfolgte eine Keimidentifizierung in der BAL des Patienten.
Dazu wurde ein BAL durchgefuhrt und zur Erregerdiagnostik in das Labor des Instituts fur

Medizinische Mikrobiologie tbersandt.
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In Abbildung 5 sieht man die Vorbereitung einer Messung mit dem RCS-Luftkeimsammler

der Firma Biotest.

Abbildung 5: Vorbereitung einer Luftkeimmessung mit dem RCS-Luftkeimsammler

2.3.2 Beatmungsinduzierte Lungenschaden (Studie 2)

Am Vortag der Jet-Beatmung erfolgte eine Aufklarung tber die Studie, deren Fragestellung,
Durchfuhrung und Nebenwirkungen/Risiken. Nach schriftlicher Einverstandniserklarung
des Patienten erfolgte (wenn diese noch nicht vorlag) eine Lungenfunktionsuntersuchung.

Die Einleitung der Narkose und das Einfiihren des starren Bronchoskops zur Vorbereitung
der EBUS erfolgte wie ublich. Sofort nach Beatmungsbeginn und am Ende der Jet-
Beatmung wurde eine BAL in jeweils verschiedenen Lungenabschnitten durchgefiihrt. Dazu
wurden 100 ml kérperwarme, sterile, ungepufferte isotone Kochsalzlésung (0,9% NacCl) in
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funf Dosen von je 20ml tber das flexible Bronchoskop in Wedge-Position durch das starre
Bronchoskop in einen Lungenabschnitt des Patienten gegeben und jeweils im Anschluss
wieder reaspiriert. Hierbei sollten insgesamt mindestens 15 ml zuriickgewonnen werden
(im Durchschnitt 40,6 ml). Die entnommene bronchoalveoléare Lavage-Probe wurde mit
Identifikationsnummer, Datum, Uhrzeit und Entnahmestelle bezeichnet. Aul3erdem wurden
Beatmungsparameter, Randbedingungen und Komplikationen dokumentiert. Die BAL-
Proben wurden direkt nach Entnahme auf Eis gelegt und umgehend der Untersuchung

zugefuhrt.
24 Auswertung

Die individuell angepasst eingestellten Beatmungsparameter wurden dokumentiert. Im
Durchschnitt ergaben sich folgende Werte:

Tabelle 1: Durchschnittliche Beatmungsparameter der Jet-Ventilation

Parameter Studie 1 Studie 2
Beatmungsfrequenz 148,3 /min 151 /min
Spitzenarbeitsdruck 1,67 bar 1,62 bar
PIP (Peak Inspiratory Pressure) 22,4 mbar 20 mbar
PP (Plateau Pressure) 15,67 mbar 14,9 mbar
Inspirationsdauer 51 %
Sauerstoffkonzentration 86 %

Die Dauer der Untersuchung im Rahmen der zweiten Studie betrug zwischen 13 und 99

Minuten, im Durchschnitt 39,4 Minuten.
2.4.1 Mikrobiologische Analyse des Luftkeimsammlers (Studie 1)

Durch aktives Ansaugen einer definierten Luftmenge mittels des RCS-Luftkeimsammlers
und Impaktion auf einem Nahrmedium konnte nach Kultivierung eine definierte quantitative
Aussage in Bezug auf die Keimbelastung (KBE/m3) an den verschiedenen Messorten
gemacht werden. Auferdem wurden die auf dem Agar gewachsenen Kolonien

Bakterienspezies zugeordnet.

Hier erfolgte die Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Bereich

Krankenhaushygiene des Universitatsklinikums Magdeburg.

Es wurde ein Messvolumen von 200 Liter an den beschriebenen Messorten untersucht.
Das verwendete Nahrmedium zur Anzucht der Keime waren HYCON Agar TC Strips
941105 der Firma Merck. Die Bebritung erfolgte fur zwei bis drei Tage bei 30-35°C.
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Anschlielend wurden alle koloniebildenden Einheiten auf dem Agarstreifen ausgezéhlt. Je
Keimspezies erfolgte eine Isolierung: Fur Bakterien wurde ein Columbia Blutagar (Firma
BD) verwendet und eine Bebritung von 18-24 Stunden bei 35+1°C. Die
Erregerdifferenzierung erfolgte im MaldiTof. Bei Schimmelpilzen erfolgte die Isolierung auf
SAB Platten (Firma Oxoid) und eine Bebritung von drei bis funf Tagen bei 30-35°C. Die
Diagnostik geschah per Mikroskopie eines gefarbten Lactophenolbaumwollblau
Abklatschpraparats.

Die Auswertung der BAL erfolgte durch Anlage von Kulturplatten. Je Lavage wurden zwei
Praparate fir die GRAM beziehungsweise GIEMSA Farbung mit je 50ul Probe
ultrazentrifugiert. Jeweils 100l wurden unverdiinnt und mit einer 1:100 Verdinnung auf
Columbia Blutagar, McConkey Agar und Kochblut ausgespatelt und 18-24 Stunden bei
35+1°C bebritet. Legionellenplatten wurden mit unverdinnten 100ul der Probe
ausgespatelt und 14 Tage bei 35°C im CO,-Schrank bebritet. Zusatzlich wurden noch
100ul Probenflussigkeit in eine Thio Bouillon pipettiert und flir maximal 48 Stunden bei
35+1°C bebritet. Dann erfolgte, falls vorhanden, die Differenzierung der Keime aus der
BAL.

2.4.2 Immunologische Analyse der BAL (Studie 2)

Mit den gewonnenen BAL-Proben erfolgte eine zytologische Untersuchung mit Bestimmung
der Zellzahl und Differenzierung der Zellen (Lymphozyten, neutrophile Granulozyten,
Makrophagen, eosinophile Granulozyten). Auf3erdem wurden folgende Parameter in der
Lavage bestimmt: IL-1(3, IL-6, TNFaq, I6sliches ICAM-1.

Hier erfolgte eine Zusammenarbeit mit dem Institut fir Molekulare und Klinische

Immunologie der Universitat Magdeburg.

Die BAL-Proben wurden direkt nach Enthnahme gekihlt und umgehend der Untersuchung
zugefuhrt. Dazu wurde das Gesamtvolumen bestimmt und die Probe tber ein Zellsieb (70
pm) gegeben. Von der filtrierten Probe wurden zwei Milliliter abgenommen und fir die
Bestimmung der Zellzahl und zur Herstellung der Zytospins verwendet. Die
Zellzahlung erfolgte in der Neubauer-Kammer. Hierfir wurde die filtrierte Zellsuspension
1:2 mit Turks-Reagenz verdunnt. Aus der Berechnung der absoluten Zellzahl der BAL-
Probe ergab sich das bendtigte Volumen zur Herstellung der Zytospins (ca. 800.000 Zellen
pro Zytospin). Zur Differenzierung der Zellen erfolgte eine Zytozentrifugation (Zytospin) auf
Objekttragern. Dazu wurde die Zellsuspension mit Hilfe von Reduzierstiicken auf die
Objekttrager zentrifugiert (4 min bei 1400 U/min; Hettich Zentrifuge, zwei Objekt-

trager pro Patient). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Objekttrager getrocknet.
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AnschlieBend erfolgte eine Farbung nach May-Grinwald-Giemsa. Nach erneutem
Trocknen wurde die  mikroskopische Differenzierung in Lymphozyten, neutrophile
Granulozyten, Makrophagen und eosinophile Granulozyten durchgefiihrt und der Anteil der
Zellpopulationen in Prozent angegeben.

Die Quantifizierung der Zytokine IL-113, IL-6, TNFa und I6sliches ICAM-1 erfolgte nach dem
Prinzip des Sandwich-Enzymimmunoassay. Es wurden die ELISA-Kits der Firma R&D
Systems verwendet. Die Durchfihrung erfolgte nach den Vorschriften des Herstellers.

2.5 Statistik

Die Erfassung der Messwerte erfolgte durch die Leiter der Untersuchung. Die Daten wurden
anonymisiert elektronisch gespeichert.

Da jeweils abhangige Stichproben vorlagen (Messung gleicher Parameter bei selben
Patienten, an verschiedenen Orten, zu verschiedenen Zeitpunkten) erfolgte ein t-Test fur
abhangige Stichproben. Dieser setzt voraus, dass die Messwerte normalverteilt sind.
Deshalb erfolgte zunachst ein Test auf Normalverteilung. Hier wurde der Kolmogorov-
Smirnov-Anpassungstest verwendet. Wenn dieser Test eine Signifikanz zeigt, ist die
Stichprobe nicht normalverteilt. Bei Nichtnormalverteilung wurde der Wilcoxon-Vor-
zeichen-Rang-Test durchgefihrt. Die durchgefiihrten Tests beziehen sich auf ein
Signifikanzniveau von p<0,05. Die Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen a = 0,05 und < 0,1

wurde als statistischer Trend betrachtet.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem kommerziell verfiigbaren
Statistikprogramm SPSS. (IBM SPSS Statistics 21) Die graphische Darstellung erfolgte
mittels GraphPad Prism (Version 6.01).

2.6 Ethische Aspekte

Bei der ersten Studie erfolgten ausschlie3lich Messungen der Raumluft. Dadurch wurden

die klinisch indizierten Untersuchungen der Patienten nicht beeinflusst.

Das Protokoll der zweiten Studie wurde von der Ethikkommission der medizinischen
Fakultat der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg als Addendum zu der Studie
,Einfluss des Narkoseverfahrens auf immunologische Effekte der Ein-Lungen-Beatmung
bei thoraxchirurgischen Patienten® (Ethikvotum AZ 65/04) gepruft und positiv votiert. Alle
Patienten gaben nach ausfuhrlicher mindlicher und schriftlicher Aufklarung ihre schriftliche
Einverstandniserklarung ab (informed consent), welche auch die Information beinhaltete,
jederzeit ohne Angabe von Grinden und ohne Nachteile beflrchten zu missen, die

Einwilligung zuriickziehen zu kénnen.
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3. Ergebnisse
3.1 Mikrobiologische Ergebnisse (Studie 1)

Durch Luftkeimmessungen mit dem RCS- Luftkeimsammlers wurde nach Bebriutung die
Luftkeimzahl in KBE/m?3 bestimmt.

Es ergaben sich folgende Mittelwerte: Am Endoskopausgang betrug die mittlere
Luftkeimzahl 135,94, in Untersucherhdhe 114,06, in zwei Meter Entfernung 97,5 und am
Zuluftauslass (Referenzmessung) 82,19.

Tabelle 2: Deskriptive Statistik fur die Studie 1

Messort M SD Min Max
Endoskopausgang 135,94 101,44 35 450
Untersucherhdhe 114,06 64,35 35 255
2 m Entfernung 97,5 58,74 30 200
Zuluftauslass 82,19 70,14 25 310

Anmerkung. Einheit: KBE/m3, N=16, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung,
Min = Minimum, Max = Maximum

Zur Prufung der Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
verwendet. Hier zeigten sich folgende p-Werte: Endoskopausgang: p=0,578;
Untersucherhéhe p=0,939; Zwei Meter Entfernung p=0,869; Zuluftauslass p=0,416.
Deshalb kann von einer Normalverteilung der Ergebnisse ausgegangen werden. Im t-Test
fir gepaarte Stichproben wurde anschlielBend gepriift, ob sich eine signifikante mittlere
Differenz der verschiedenen Messorte statistisch zeigen lasst. Hier ergaben sich folgende

Ergebnisse:

Zwischen Endoskopausgang und Untersucherhdhe (p=0,378) und Endoskopausgang und
zwei Meter Entfernung (p=0,109) konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden.

Fur Endoskopausgang und Zuluftauslass ergab sich ein p=0,088. Es handelt sich somit

nicht um einen signifikanten Unterschied, jedoch zeigt sich ein statistischer Trend.

Zwischen Untersucherhthe und zwei Meter Entfernung konnte mit p=0,337 ebenfalls kein

signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Hingegen konnte zwischen den Messorten Untersucherhdhe und Zuluftauslass ein

signifikanter Unterschied gezeigt werden (p=0,040).
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Zwischen zwei Meter Entfernung und Zuluftauslass ergab sich ein p=0,453 und dem-
entsprechend kein signifikanter Unterschied.

Eine andere Mdglichkeit der Darstellung der Messergebnisse ist der prozentuale Ausdruck.
100% entspricht dabei der Luftkeimzahl am Zuluftauslass, der anzunehmenden
Hintergrundbelastung. Somit ergibt sich beim Endoskopausgang eine durchschnittliche
Keimbelastung von 165,40%, auf Untersucherhthe von 138,78% und in zwei Meter
Entfernung von 118,63%.

Im Diagramm 1 erfolgt die Darstellung der Messergebnisse mittels Boxpots. Es werden die
vier Messorte nebeneinander dargestellt, geordnet nach zunehmendem Abstand vom

Endoskop.

Luftkeimzahl in KBE/m?3

500,

450
400 ) Untersucherhéhe

350 ) 2 Meter Entfernung

300, — ) Zuluftauslass
250 ] e

) Endoskopausgang

200 =

150,

100

50 I

Diagramm 1: Boxplot Luftkeimzahl in KBE/m3

Im Diagramm 2 werden die Mittelwerte und Standardabweichung der Luftkeimzahl
veranschaulicht. Auch hier zeigt der erste Balken die Keimkonzentration am
Endoskopausgang, der zweite auf Untersucherhthe, der dritte in zwei Meter Entfernung

und der vierte Balken den Mittelwert am Zuluftauslass.
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Mittelwerte Luftkeimzahl in KBE/m?

250 o 3 Endoskopausgang
Unt herhéh

200 ) Untersucherhthe
— [ 2 Meter Entfernung
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Diagramm 2: Saulendiagramm Mittelwerte + Standardabweichung Luftkeimzahl in KBE/m?3

Folgende Keime konnten in den Luftkeimmessungen nachgewiesen werden:

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus capitis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  hominis,  Staphylococcus cohnii, Staphylococcus lentus,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus warneri, Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus auricularis, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus spp.,
Micrococcus luteus, Micrococcus lylae,

Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus mycoides, Bacillus spp.,

Corynebacterium mucifaciens, Corynebacterium spp.,

Streptokokken spp.,

Acinetobacter Iwoffii,

Methylobacterium mesophilicum,

Neisseria spp.,

Pseudomonas oryzihabitans,

Rothia mucilaginosa,

aerobe Sporenbildner,

Aspergillus fumigatus und

Schimmelpilze.
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In den BAL-Proben konnten folgende Keime nachgewiesen werden:

e Staphylococcus aureus, koagulasenegative Staphylococcus,
e vergrunende Streptokokken, Streptococcus constellatus,

e Enterokokken spp.,

e Escherichia coli,

e Serratia marcescens,

¢ Klebsiella pneumoniae,

¢ Neisseria spp.

¢ Haemophilus spp. und

e Candida albicans.

Nur in vier BAL-Proben konnten Keime angeziichtet werden. Staphylokokken und
Streptokokken waren in zwei Messungen positiv. Bei einem Patienten konnten in der BAL
Neisseria spp. hachgewiesen werden, die auch in der Luft beim Endoskopausgang und auf
Untersucherhdhe gefunden wurden. Dies waren die einzigen Neisseria-Nachweise im
Rahmen der Studie. Dieselben Aufféalligkeiten zeigten sich bei den Streptokokken (in BAL
und Luft bei gleichem Patienten, sonst nie in der Luft nachweisbar), allerdings hier sowohl

beim Endokopausgang, auf Untersucherhdhe, als auch am Zuluftauslass.

Im Diagramm 3 ist die Haufigkeit der nachgewiesenen Keimspezies in den
Luftkeimmessungen dargestellt. Man sieht, dass bei 63 von 64 Luftkeimmessungen
Staphylokokken nachgewiesen werden konnten. Mikrokokken waren in 48 von 64
Messungen nachweisbar. Die dritthaufigste Spezies war Bacillus, in 18 von 64 Messungen.
Darauf folgten Corynebakterien (7/64), Streptokokken (3/64) und Acinetobacter (3/64). Die

ubrigen Keime wurden nur ein oder zwei Mal in der Luft nachgewiesen.
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Nachweishaufigkeit in Luftkeimmessung
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Anzahldes Nachweises

Keimspezies

Staphylococcus
Micrococcus

Bacillus

Corynebacterium
Streptococcus
Acinetocacter Iwoffii
Methylobacterium mesophilicum
Neisseria

Pseudomonas oryzihabitans
Rothia mucilaginosa

arobe Sporenbildner
Aspergillus fumigatus

Schimmelpilze

Diagramm 3: Nachweishaufigkeit der Keimspezies in den Luftkeimmessungen (N=64)

Im Diagramm 4 werden die Keimgruppen nach Anzahl ihres Nachweises an den

verschiedenen Messorten (Endoskopausgang, Untersucherhdhe, 2m Entfernung und

Zuluftauslass) dargestellit.

Keimnachweis pro Messort
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Staphylococcus
Micrococcus

Bacillus

Corynebacterium
Streptococcus
Acinetocacter lwoffii
Methylobacterium mesophilicum
Neisseria

Pseudomonas oryzihabitans
Rothia mucilaginosa

arobe Sporenbildner
Aspergillus fumigatus

Schimmelpilze

Diagramm 4: Anzahl der nachgewiesenen Keimspezies in Bezug auf den Messort
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Eine detaillierte Darstellung der selten aufgetretenen Keime findet sich in Diagramm 5.

Keimnachweis pro Messort

Staphylococcus
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Bacillus

Corynebacterium
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O N N <& A Rothia mucilaginosa
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R > <t N © Aspergillus fumigatus

° N Schimmelpilze

Diagramm 5: Detaildarstellung des unteren Ausschnitts des Diagramms 4 (selten
aufgetretene Keime)

3.2 Immunologische Ergebnisse (Studie 2)

Zur Uberprifung der Fragestellung, ob beatmungsinduzierte inflammatorische Lungen-
schaden durch Jet-Ventilation wahrend einer EBUS-Bronchoskopie entstehen, wurden
verschiedene BAL-Parameter vor und nach der Jet-Ventilation verglichen. Zur Uber-
prufung einer signifikanten Veranderung der Parameter vor und nach der Beatmung, wurde
der t-Test fur abhéngige/gepaarte Stichproben verwendet. Fir jeden Parameter liegen 10

Messwerte am Anfang (A) und am Ende (E) der Jet-Ventilation vor (n=10).

In der Tabelle 3 wird die deskriptive Statistik dargestellt.
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Tabelle 3: Deskriptive Statistik fur die Studie 2

Parameter M SD Min Max
Relative Zellzahl (Mio./100ml) A 370,73 353,41 0,05 1008,00
Relative Zellzahl (Mio./100ml) E 219,24 152,75 0,00 400,00
Lymphozyten (%) A 23,60 19,35 8,00 64,00
Lymphozyten (Mio./100ml) A 85,14 71,89 0,00 184,30
Lymphozyten (%) E 20,80 19,80 0,00 65,00
Lymphozyten (Mio./100ml) E 56,02 65,57 0,00 202,80
Neutrophile Granulozyten (%) A 16,90 16,64 3,00 59,00
Neutrophile Granulozyten (Mio./100ml) A 35,02 36,57 0,03 102,96
Neutrophile Granulozyten (%) E 28,70 23,08 0,00 72,00
Neutrophile Granulozyten (Mio./100ml) E 56,96 59,07 0,00 170,28
Makrophagen (%) A 57,90 23,74 21,00 82,00
Makrophagen (Mio./100ml) A 249,57 288,20 0,01 826,56
Makrophagen (%) E 40,10 26,15 0,00 86,00
Makrophagen (Mio./100ml) E 105,78 97,67 0,00 271,47
Eosinophile Granulozyten (%) A 1,60 3,47 0,00 11,00
Eosinophile Granulozyten (Mio./100ml) A 1,00 2,79 0,00 8,88
Eosinophile Granulozyten (%) E 0,40 0,70 0,00 2,00
Eosinophile Granulozyten (Mio./100ml) E 0,48 1,01 0,00 3,12
IL-1-B (pg/ml) A 2,50 3,42 0,00 11,20
IL-1-B (pg/ml) E 5,04 11,38 0,00 37,20
IL-6 (pg/ml) A 2,45 3,29 0,10 10,10
IL-6 (pg/ml) E 3,80 4,57 0,30 12,50
TNFa (pg/ml) A 1,00 1,10 0,00 2,90
TNFa (pg/ml) A 1,12 1,42 0,10 4,80
Losliches ICAM-1 (ng/ml) A 15,18 10,55 3,80 35,90
Losliches ICAM-1 (ng/ml) 13,69 11,43 0,30 34,60

Anmerkung. N=10, A= Anfangsmessung, E= Endmessung, M = Mittelwert,
SD = Standardabweichung, Min = Minimum, Max = Maximum

Die Zellzahl der BAL wurde zur besseren Vergleichbarkeit auf Zellzahl pro 100ml der
Lavage umgerechnet. Bei beiden Datenreihen kann von Normalverteilung ausgegangen
werden (Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,397; Ende p=0,569). Der Mittelwert der
Anfangsmessung betrug 370,73 Mio. Zellen/100ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug
219,24 Mio. Zellen/200ml. Es erfolgte ein Test auf abhangige/gepaarte Stichproben. Hier
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,105).
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Die Differenzierung der Zellen erfolgte zunachst in Prozent der Gesamtzellzahl. Zuséatzlich
wurde dann die absolute Zellzahl auf 100ml BAL errechnet.

Bei den Lymphozyten kann bei beiden Datenreihen von Normalverteilung ausgegangen
werden (Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,627; Ende p=0,584 (absolute Anzahl auf
100ml BAL)). Der Mittelwert der Anfangsmessung betrug 23,60%, beziehungsweise 85,14
Mio. Zellen/200ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug 20,80%, beziehungsweise 56,02
Mio. Zellen/100ml. Es erfolgte ein Test auf abhangige/gepaarte Stichproben. Hier zeigte
sich weder beim prozentualen Anteil (p=0,32), noch bei der absoluten Zellzahl ein
signifikanter Unterschied (p=0,095).

Auch bei den neutrophilen Granulozyten kann bei beiden Datenreihen von
Normalverteilung ausgegangen werden (Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,338; Ende
p=0,619 (absolute Anzahl auf 100ml BAL)). Der Mittelwert der Anfangsmessung betrug
16,90%, beziehungsweise 35,02 Mio. Zellen/100ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug
28,70%, beziehungsweise 56,96 Mio. Zellen/100ml. Es erfolgte ein Test auf
abhangige/gepaarte Stichproben. Hier zeigte sich beim prozentualen Anteil kein
signifikanter Unterschied (p=0,065). Bei der absoluten Granulozytenzahl hingegen zeigte
sich ein signifikanter Anstieg der neutrophilen Granulozyten am Ende der Jet-Ventilation im
Vergleich zum Ausgangswert am Anfang der Beatmung (p=0,042).

Bei beiden Datenreihen der Makrophagen kann ebenfalls von Normalverteilung
ausgegangen werden (Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,330; Ende p=0,789). Der
Mittelwert der Anfangsmessung betrug 57,90%, beziehungsweise 249,57 Mio.
Zellen/100ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug 40,10%, beziehungsweise 105,78
Mio. Zellen/100ml. Im t-Test fUr abh&ngige/gepaarte Stichproben zeigte sich beim
prozentualen Anteil eine signifikante Verringerung (p=0,035), bei der absoluten Zellzahl
kein signifikanter Unterschied (p=0,104).

Bei den eosinophilen Granulozyten auf 100ml BAL kann nur bei den Werten der
Endmessung von Normalverteilung ausgegangen werden (Kolmogorov-Smirnov-Test
Anfang p=0,042; Ende p=0,106). Der Mittelwert der Anfangsmessung betrug 1,60%,
beziehungsweise 1,00 Mio. Zellen/100ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug 0,40%,
beziehungsweise 0,48 Mio. Zellen/100ml. Aufgrund der Nichtnormalverteilung wurde der
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test durchgefihrt. Hier zeigte sich beim prozentualen Anteil
kein signifikanter Unterschied (p=0,141) und bei der absoluten Zellzahl ebenso kein

signifikanter Unterschied (p=0,715).

Es erfolgte die Bestimmung von Interleukin 13 in pg/ml. Bei beiden Datenreihen kann von

Normalverteilung ausgegangen werden (Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,247; Ende
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p=0,053). Der Mittelwert der Anfangsmessung betrug 2,50 pg/ml. Der Mittelwert der
Endmessung betrug 5,04 pg/ml. Es erfolgte ein Test auf abhéngige/gepaarte Stichproben.
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,484).

Auch bei den Daten von Interleukin 6 (in pg/ml) kann von Normalverteilung ausgegangen
werden (Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,192; Ende p=0,548). Der Mittelwert der
Anfangsmessung betrug 2,45 pg/ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug 3,80 pg/ml. Im
t-Test auf abhangige/gepaarte Stichproben zeigte sich kein signifikanter Unterschied
(p=0,281).

Die Tumornekrosefaktor a Datenreihen konnen als normalverteilt erachtet werden
(Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,847; Ende p=0,097). Der Mittelwert der
Anfangsmessung betrug 1,00 pg/ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug 1,12 pg/ml. Es
erfolgte ein Test auf abhéngige/gepaarte Stichproben. Hier zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p=0,625).

Es erfolgte die Bestimmung von loslichen ICAM-1 in ng/ml. Eine Normalverteilung kann
angenommen werden (Kolmogorov-Smirnov-Test Anfang p=0,628; Ende p=0,986). Der
Mittelwert der Anfangsmessung betrug 15,18 ng/ml. Der Mittelwert der Endmessung betrug
13,69 ng/ml. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Test fiir abhangige/gepaarte
Stichproben (p=0,673).

Im Folgenden werden die Ergebnisse von den Anfangs- und Endmessung mittels Boxplots

graphisch dargestellt.

Im Diagramm 6 sieht man die relative Gesamtzellzahl in Mio./100ml BAL. Im Diagramm 7
werden die differenzierten Zellen mit Zellzahl in Mio./100ml veranschaulicht. Die Ubrigen
Parameter (Interleukin 16 und 6, TNFa und l8sliches ICAM-1) werden mit Anfangs- und

Endmessungsdaten im Diagramm 8 abgebildet.
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Diagramm 6: Boxplot relative Gesamtzellzahl in Mio./100ml
A = Anfangsmessung, E= Endmessung; Unterschiede n.s. p=0,105
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Diagramm 7: Boxplot differenzierte Zellen in Mio./100ml

A = Anfangsmessung, E= Endmessung

Unterschiede Lymphozyten n.s. p= 0,095, neutrophile Granulozyten signifikanter Anstieg
p=0,042, Makrophagen n.s. p= 0,104, eosinophile Granulozyten n.s. p= 0,715

38



Parameter in BAL
40 A
351

301

251

201

151

T

Konzentration im BAL

< < v < v
® ® © © «® «® ~ N
> YN Y
\% \%
N N 6\0 . \0
& &
A\ A
N N

Diagramm 8: Boxplot Parameter in BAL in pg/ml (I6sliches ICAM-1 in ng/ml)

A = Anfangsmessung, E= Endmessung

Unterschiede IL-1R n.s. p=0,484, IL-6 n.s. p=0,281, TNFa n.s. p=0,625, losliches ICAM-1
n.s. p=0,673

Zur Prifung auf eine Abhangigkeit von der Dauer der Untersuchung auf die Entwicklung
der BAL-Parameter, zwischen Anfang und Ende der Jet-Ventilation, wurde eine zweite
statistische Untersuchung durchgefiihrt. Daftir wurden die Patienten in 3 Gruppen eingeteilt:
0 bis 20 Minuten, 21 bis 40 Minuten und 41 bis maximale Untersuchungsdauer mit Jet-
Ventilation. Es erfolgte eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA). Es zeigte sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen mit unterschiedlicher Beatmungsdauer.
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4. Diskussion

Gegenstand der durchgefihrten Studien war die Untersuchung der mikrobiologischen
Keimbelastung wahrend einer Jet-Ventilation in der Bronchoskopie (Studie 1) und
beatmungsinduzierter inflammatorischer Lungenschaden (Studie 2) durch die Jet-
Ventilation bei Patienten wahrend einer EBUS-Bronchoskopie. Im Folgenden werden die
relevanten Ergebnisse der Studie interpretiert und in den wissenschatftlichen Hintergrund
eingeordnet.

4.1 Keimbelastung bei Jet-Ventilation (Studie 1)

Die erste Studie unterlag der Fragestellung: Besteht eine mikrobiologische Keimbelastung
fir das Personal bei Jet-Ventilation in der Bronchoskopie?

Durch die Luftkeimmessung mit dem RCS-Luftkeimsammler wurde die Anzahl, sowie die
Art der Keime in der Luft in KBE/m? bestimmt. Die quantitative Keimzahl nahm mit der
Entfernung zum Endoskop ab:

Am Endoskopausgang betrug die mittlere Luftkeimzahl 135,94 KBE/m3, auf
Untersucherhtéhe 114,06 KBE/m3, in zwei Meter Entfernung 97,5 KBE/m3® und am
Zuluftauslass (Referenzmessung) 82,19 KBE/m3.

Somit ergibt sich beim Endoskopausgang eine durchschnittliche Keimbelastung von
165,40%, auf Untersucherhthe von 138,78% und in zwei Meter Entfernung von 118,63%
im Vergleich zum Zuluftauslass.

In der statistischen Auswertung konnte zwischen den Messorten Untersucherhéhe und
Zuluftauslass ein signifikanter Unterschied gezeigt werden. Die Keimbelastung auf
Untersucherhfhe ist somit signifikant hoher als die Hintergrundkeimbelastung am
Zuluftauslass. Zwischen Endoskopausgang und Zuluftauslass ergab sich ein statistischer
Trend (p<0,1).

Anhand der Mittelwerte sieht man die héhere Keimzahl in der Nahe des Endoskops. Mittels
der durchgefuhrten Luftstrommessungen konnte die Bewegung der Exspirationsluft aus
dem starren Bronchoskopieendoskop dargestellt werden und diese erklart aufgrund des
Aufsteigens die hohe Keimbelastung auch auf Untersucherhdhe. Mit zunehmender
Entfernung vom Patienten féllt die Luftkeimzahl ab. Auch das unterstitzt die These, der

Keimbelastung durch die Jet-Ventilation.

Neben der Keimzahl wurde auch die Spezies der Keime bestimmt und durch eine BAL auch

auf eine Keimbesiedlung der Patientenlunge getestet.
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In der Luft konnten eine Vielzahl verschiedener Keime nachgewiesen werden. Allerdings
traten einige Bakterien-Genera gehauft auf, wahrend andere nur in ein bis zwei der 64

Messungen identifiziert wurden.

Besonders haufig, in fast allen Messungen, trat Staphylococcus auf. Die meisten Arten
gehoren zur Flora der Haut, des Mundes oder des Respirationstraktes. Mikrokokken, die
Zweithaufigsten, liegen ubiquitar vor, unter anderem auch auf der Haut. Aerobe
Sporenbildner, die nachgewiesenen Bacillus-Spezies und Schimmelpilze gehéren zu den
priméren Luftkeimen. Sowohl Staphylokokken, als auch Mikrokokken und Bacilli wurden in
Mikrobiom-Studien auch in der Lunge vorgefunden. Streptokokken gibt es auch vor allem
im Mund und in der Lunge. Corynebakterien gehoéren zur Hautflora, genauso wie
Acinetobacter Iwoffii, welcher potenziell pathogen sein kann. Die am haufigsten
nachgewiesenen Keime kdnnen also sowohl von der Haut, der Schleimhaut des Naso-Oro-

Pharyngealraumes, als auch aus der Lunge stammen.

Folgende Keime konnten in der BAL mit dem durchgefuhrten Kultur-Verfahren
nachgewiesen werden: Staphylococcus aureus, koagulasenegative Staphylococcus,
Enterokokken spp., Escherichia coli, vergrinende Streptokokken, Streptococcus
constellatus, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Neisseria spp. Haemophilus
spp. und Candida albicans. Allerdings waren nur vier von 16 BAL-Proben Keim-positiv. Im
Rahmen von Mikrobiomforschungen konnten einige davon kulturunabhangig bei gesunden
Patienten in der Lunge gefunden werden. Andere wie zum Beispiel Escherichia coli sind

nach bisherigen Erkenntnissen nicht typisch fiir die Lungenflora.

Folgende herauszuhebende Besonderheiten zeigten sich bei den Messungen: Erstens,
wurden einmalig Neisseria in der Lunge und den korrelierenden Luftmessungen (am
Endoskopausgang und auf Untersucherhéhe) gefunden und zweitens zeigten sich
Streptokokken in den Luftmessungen auch nur in Korrelation zu einem positiven BAL-
Befund.

Zusammenfassend zeigt sich am Endoskopausgang sowie auf Untersucherhdhe eine
erhdhte durchschnittliche Keimzahl, die mit zunehmender Entfernung abnimmt. Neben
priméren Luftkeimen wie Bacillus, zeigten sich vor allem Staphylokokken und Mikrokokken
in der Luft. Streptokokken und Neisseria traten nur dann in den Luftkeimmessungen auf,
wenn auch die BAL des Patienten diese Keime in der Lunge zeigte. Das spricht fur die
Hypothese, dass Keime aus der Lunge durch die passive Exspiration aus dem Endoskop
wahrend der Jet-Ventilation in die Raumluft gelangen. Staphylokokken wurden in zwei von
vier positiven BAL-Proben der vorliegenden Studie in der Lunge nachgewiesen. Auch

Mikrokokken und Bacilli gehéren zur Flora im Respirationstrakt des Menschen [46].
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Es ist daher anzunehmen, dass durch die Jet-Ventilation, vor allem in der Nahe des
Endoskopausgangs eine erhohte Keimbelastung fiir das Personal entsteht.

4.2 Gefahrdung fir das Personal

Anhand der Ergebnisse wird eine erhdhte Keimbelastung des Untersuchenden und des
restlichen Personals bei einer Jet-Ventilation durch Patientenkeime dargestellt. Jedoch
befanden unter den in der vorliegenden Studie nachgewiesenen Keimen keine
problematischen Krankheitserreger fir immunkompetente Personen. Es handelte sich um
Keime, die zur normalen Flora der oberen Atemwege gehdéren und die vermutlich durch die
Jet-Ventilation mobilisiert und mit dem Exspirationsgas aus dem Endoskop in den Raum

befordert wurden.

Es muss allerdings offen bleiben, ob eine hdhere Keimbelastung bei Patienten mit
ausgepragteren Infektionen der Lunge oder anderen Bakterien, zum Beispiel

Mykobakterien, besteht.
4.3 Schutzmallnahmen

Die bisher vorliegenden Ergebnisse bieten keinen Anlass fir besondere individuelle
SchutzmalBhahmen fur das medizinische Personal oder besondere AbsaugmalRnahmen
des Exspirationsgases. Jedoch kann das Wissen uber eine mégliche Kontamination des
Exspirationsgases fir Personal mit erhohter Anfalligkeit fur Infektionen oder bei Patienten
mit einer bekannten schweren Infektion in der Lunge, wie zum Beispiel Tuberkulose,

entsprechenden SchutzmalRnahmen erforderlich machen.

Die im Rahmen der Einfihrung beschriebenen Standard-Schutzmalinahmen bei
Bronchoskopien sollten eingehalten werden. Je hoher die Klasse der Atemschutzmaske,

desto hoher der Schutz vor Mikroorganismen.
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4.5 Pulmonale inflammatorische Reaktion auf Jet-Ventilation (Studie 2)

Wie in der Einleitung dargestellt, wurde in mehreren Studien gezeigt, dass ein sogenanntes
Biotrauma durch mechanische Beatmung ausgeldst wird. Eine inflammatorische Reaktion
auf die kinstliche Ventilation zeigte sich in anderen Studien an Menschen und Tieren unter
anderem durch einen Anstieg von TNF-a, IL-1 und 6 und l6sliches ICAM-1 in der BAL,
sowie Neutrophileninfiltration in die Lunge. Bezlglich eines Biotraumas bei erwachsenen
Patienten unter Jet-Ventilation lagen derzeit keine Daten vor. Tierexperimentelle
Untersuchungen lassen dies jedoch mdglich erscheinen.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde in der BAL am Anfang und am Ende
einer Jet-Ventilation wahrend einer endobronchialen sonographischen Untersuchung
(Dauer im Durchschnitt 39,4 Minuten) die Zellzahl mit Zelldifferenzierung, sowie IL-1, IL-6,
TNF-a und I6ésliches ICAM-1 bestimmt.

In der statistischen Auswertung der durchgefiihrten Messungen zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der absoluten Anzahl neutrophiler Granulozyten am Ende der Jet-Ventilation.
Neutrophile Granulozyten sind ein potentieller Marker fir eine inflammatorische
Lungenreaktion im Rahmen der Beatmung. Leider ist zu erwéahnen, dass fiunf von zehn
Messungen aufgrund von Interventionen im Rahmen der EBUS-Bronchoskopie eine blutig
tingierte BAL am Ende der Jet-Ventilation hervorbrachten. Da neutrophile Granulozyten den
Hauptanteil (Uber 50%) der Leukozyten im Blut ausmachen, ist eine Kontamination der BAL,

die die Zellbestandteile der Lungenalveolen darstellen soll, dadurch wahrscheinlich.

AulRerdem zeigt sich bei den untersuchten Zytokinen IL-1, IL-6 und TNFa, sowie bei ICAM-
1, kein Anstieg in diesen Messungen. Bei einer inflammatorischen Reaktion der Lunge

sollte es zun&chst zu einem Anstieg dieser Parameter kommen.

Daher lasst sich schlussfolgern, dass nach diesen Messungen kein Anhalt far
inflammatorische Lungenschadigungen durch die Jet- Beatmung wéahrend der EBUS-

Bronchoskopie nachzuweisen ist.

Der Nachweis von inflammatorischen Reaktionen, die erst nach einer langeren Latenz
beziehungsweise langeren Jet-Ventilation auftreten, sollte Gegenstand weiterfiihrender
Untersuchungen sein. Ankniipfenden kiinftigen Studien bleibt dann der Nachweis oder

Ausschluss von eventuellen Lungenschadigungen durch eine Jet-Ventilation vorbehalten.
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4.6 Kritik der Methodik und Limitationen

Die durchgefuhrten Untersuchungen weisen Limitationen auf, die flr die Interpretation der

Ergebnisse, sowie die daraus gezogenen Schlussfolgerungen, Beachtung finden sollten.

In beiden Studien liegt ein geringer Stichprobenumfang (Studie 1: n= 16, Studie 2: n=10)
vor. Auch, wenn dies eine statistische Auswertung nicht unmdglich machte und bei fast
allen Parametern eine Normalverteilung angenommen werden konnte, ist dies als Limitation
zu werten. Dies war vor allem durch die Ein- und Ausschlusskriterien der Studie und die

Tatsache, dass nicht alle Patienten der zusatzlichen BAL zustimmten, bedingt.

Da es sich um noch nicht erforschte Fragestellungen handelte, kann die Untersuchung bei
dieser StichprobengroéRe aber bereits als Grundlage fur eine Aussage Uber das Vorliegen
oder Nicht-Vorliegen von einer mikrobiologischen Keimbelastung beziehungsweise einer

beatmungsinduzierten inflammatorischen Reaktion dienen.

In der ersten Studie zur mikrobiologischen Keimbelastung sind weiterhin folgende
Limitationen zu nennen: Die gemessenen Luftkeime kénnen natirlich auch vom Personal
selbst stammen. Dagegen spricht die hohe Luftkeimzahl am Endoskopausgang, sowie auf
Untersucherhéhe. Eine Hintergrundkeimbelastung scheint jedoch in jedem Fall vorzuliegen.
Durch die geringe Keimzahl (pg/m3) missen messtechnische Schwankungen erwartet
werden. Des Weiteren sind nicht alle Erreger kultivierbar. Uber nicht anziichtbare Keime
kann im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen keine Aussage gemacht werden,
insbesondere nicht tber eine eventuelle virale Keimbelastung des Personals. Um weitere

Erkenntnisse dariiber zu erhalten, bedarf es weiterer Forschung.

Wie bereits auf Seite 21 beschrieben, mussten vier Messungen aufgrund des unverhaltnis-
mafigen Abweichens der Werte von der Auswertung ausgeschlossen werden. Der Grund
dieser ,Fehlmessungen® konnte nicht geklart werden. Vermutlich handelt es sich um eine

Kontamination der Nahrboden.

Die zweite Studie zeigt ihre Limitationen im methodischen Teil aufgrund von madglichen
Artefakten in den Immunoassys. Die Zytokine kdnnen durch Proteasen gespalten werden
oder sie binden an Rezeptoren von aktivierten Zellen und sind deshalb in der BAL-Probe
nicht reprasentativ. Auerdem konnen sich auch ldsliche Rezeptoren in der BAL befinden,
die die Zytokine binden oder selbige werden durch Matrixproteine absorbiert. Die moglichen
Fehlerquellen sind vielfaltig. Insgesamt muss man festhalten, dass Zytokin-lmmunoassays
von komplexen Flussigkeiten wie BAL-Proben nur mit Vorsicht zu interpretieren sind.
Zweitens sind auch hier noch einmal die blutig tingierten BAL zu erwahnen (siehe Seite 43).

Eine derartige Kontamination der BAL-Proben schréankt die Auswertbarkeit relevant ein.
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Allerdings sind Probenentnahmen und Interventionen die haufigste Indikation zur
Durchfihrung einer EBUS-Untersuchung. Der Kompromiss zwischen notwendiger
Diagnostik und Therapie des Patienten und gleichzeitiger Durchfihrung einer
wissenschaftlichen Studie begrenzten an dieser Stelle die Mdglichkeiten.

4.7 Schlussfolgerungen

Eine Belastung der Raumluft durch eine Jet-Ventilation mit Mikroorganismen aus der
Patientenlunge scheint mdglich zu sein. Dafur sprechen die erhéhten Luftkeimzahlen in
unmittelbarer Nahe des Endoskopausgangs, sowie auf Untersucherhéhe, wo sich das
Exspirationsgas zuerst hinbewegt. Mittels des verwendeten Kultur-Verfahrens konnte
viermal eine Keimbesiedlung der Patientenlunge festgestellt werden. In zwei Fallen waren
die in der BAL nachgewiesenen Keime auch in der Luft zu messen. Staphylokokken waren
der haufigste Genus der Luftkeimmessungen und auch zweimal in den BAL zu finden.
Neben einer Hintergrundkeimbelastung, die am Zuluftauslass zu messen ist, scheint also

durch die Jet-Ventilation eine Keimbelastung fiir das Personal zu entstehen.

Die nachgewiesenen Keime waren jedoch keine problematischen Krankheitserreger und
stellten damit keine akute Gefahrdung fur das Personal dar. Deshalb sind zurzeit Uber das
normale Mal3 hinausgehenden SchutzmalRnahmen nicht zwingend als notwendig zu

erachten.

Dass eine mechanische Beatmung die Lunge schadigen kann, wurde fiir die konventionelle
Beatmung mehrfach gezeigt. Anhand der Vergleichsuntersuchungen, vor und nach einer
Jet-Ventilation, mittels einer bronchoalveolaren Lavage, konnten keine eindeutigen Zeichen
fur eine Schadigung nachgewiesen werden. Die inflammatorischen Marker stiegen
wahrend der kurzen Beatmungsdauer im Rahmen einer EBUS-Untersuchung der Patienten

(im Durchschnitt 39,4 Minuten) nicht signifikant an.
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5. Zusammenfassung

In zwei Studien wurde zum einen die mikrobiologische Keimbelastung fir das Personal
wahrend einer Jet-Ventilation in der Bronchoskopie und zum anderen mdogliche
beatmungsinduzierte inflammatorische Lungenschdden durch die Jet-Ventilation bei
Patienten wahrend einer EBUS-Bronchoskopie untersucht.

In der ersten Studie wurde wahrend 16 starren Bronchoskopien mit Jet-Ventilation eine
Luftkeimmessung mit einem RCS-Luftkeimsammler direkt am Endoskopausgang, auf
Untersucherhéhe (40 cm Uber dem Endoskopausgang), in zwei Meter Abstand vom
Endoskop im Raum und am Zuluftauslass durchgeftihrt und anschlieBend die Anzahl, sowie
die Art der Keime bestimmt. Zusatzlich erfolgte eine Keimbestimmung in einer
bronchoalveoléaren Lavage der Patientenlunge.

Es zeigte sich in der Nahe des Bronchoskopausgangs (Endoskopausgang und
Untersucherhéhe) eine erhohte Erregerdichte (135,94 und 114,06 KBE/m3), die mit
zunehmendem Abstand vom Endoskop abnahm (zwei Meter Entfernung 97,5 und
Zuluftauslass 82,19 KBE/m2). Die haufigsten nachgewiesenen Keime waren
Staphylokokken, Mikrokokken und Bacillus. In den Patientenlungen konnte nur in vier von
16 Messungen Keime angezichtet werden. In zwei Fallen konnte dabei eine direkte
Korrelation zwischen BAL-Keimen und Luftkeimen hergestellt werden. Die
nachgewiesenen Keime stellen keine problematischen Krankheitserreger dar und
erzwingen daher keine erhdhten Schutzvorkehrungen. Jedoch ist denkbar, dass auch
pathogene Keime aus der Patientenlunge in den Raum gelangen kénnen und eine Gefahr

fur das Personal darstellen.

In Rahmen der zweiten Studie erfolgte bei Patienten, die eine endobronchiale
Ultraschalluntersuchung unter Jet-Ventilation erhielten, eine Bestimmung von
Inflammationsmarkern in der BAL am Anfang und am Ende der Jet-Beatmung. Untersucht
wurden die Zellzahl und die Konzentration der verschiedenen Zellarten, sowie IL-1, IL-6,
TNF-a und I6sliches ICAM. Es zeigte sich ein Anstieg der Neutrophilenzanhl, allerdings nur
bei BAL-Proben, die durch Interventionen blutig kontaminiert wurden. Die ubrigen
Parameter zeigten keinen Hinweis auf eine inflammatorische Reaktion. Es lasst sich
daraufhin schlussfolgern, dass nach kurzzeitiger perioperativer Jet-Ventilation kein

Biotrauma der Lunge entsteht.
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Abbildungsverzeichnis:

Abbildung 1: schematische Zeichnung: Starre Bronchoskopie mit Jet-Ventilation
Nach [9]

Abbildung 2: MONSOON Jet Ventilator (Acutronic Medical Systems AG)
ACUTRONIC Medical Systems AG, Gebrauchsanweisung-MONSOON V5.8d, 2012

Abbildung 3,4: Luftstrommessung bei Jet-Ventilation
Foto, Bronchoskopie Universitatsklinikum Magdeburg, 2012, Bearbeitung mit Paint
Version 6.1, Microsoft Windows 2009

Abbildung 5: Vorbereitung einer Luftkeimmessung mit dem RCS-Luftkeimsammler
Foto, Bronchoskopie Universitatsklinikum Magdeburg, 2012
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