


Aus der Abteilung fiir Neonatologie/ Padiatrische Intensivstation
(Kommissarischer Leiter: apl. Prof. Dr. med. Rolf-Dieter Stenger)
des Zentrums fir Kinder- und Jugendmedizin
(Geschéftsfuhrender Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Holger Lode)
der Medizinischen Fakultat der
Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald

SUPPLEMENTIERUNG VON MUTTERMILCH MIT
FORTIFIERN

SPATE METABOLISCHE AZIDOSEN SIND ASSOZIIERT MIT DER
ZUSAMMENSETZUNG VON FORTIFIERN UND BEEINFLUSSEN
GEWICHTSENTWICKLUNG UND KNOCHENDICHTE BEI
FRUHGEBORENEN

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin
(Dr. med.)
der
Medizinischen Fakultat
der
Ernst-Moritz-Arndt-Universitat

Greifswald 2010
vorgelegt von
Anke Rappen

geb.am 18.05.1983
in Crivitz

Die Studie wurde unterstiitzt von der Milupa GmbH, Friedrichdorf, Deutschland.






Dekan: Prof. Dr. rer. nat. Heyo K. Kroemer

1. Gutachter: Prof. Dr. R. Stenger

2. Gutachter: PD Dr. Th. Erler

Ort, Raum: Kinderklinik SauerbruchstrafSe, Seminarraum P01.38

Tag der Disputation: 15. August 2011



INHALTSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis 6
Tabellenverzeichnis 6
1. Einleitung 8
1.1. Physiologische Grundlagen 9
1.2.1.Metabolische Azidose 9
1.2.2.Puffereigenschaften des Blutes 9
1.2.3.Knochen als Reservoir austauschbarer Pufferbasen 10
1.2.4.Exspiration Fliichtiger Sauren 10
1.2.5.Renale Exkretion nicht flliichtiger Sauren und Resorption von
Hydrogencarbonat 11
1.2. Problemstellung 16
2. Methodik 18
2.1. Studiendesign 18
2.2. Studienpopulation 18
2.2.1.Einschlusskriterien 18
2.2.2.Ausschlusskriterien 19
2.2.3.Abbruchkriterien 19
2.3. Studienfortifier 19
2.4. Randomisierung, Stratifizierung, Verblindung 20
2.5. Studienprotokoll 21
2.5.1. Adjustierung der Milchzufuhr 21
2.5.2.Laborparameter 22
2.5.3. Anthropometrische Messungen 23
2.5.4.0rale Supplementierung 23
2.6. Statistische Analyse 24
3. Ergebnisse 25
3.1. Vergleich der Studiengruppen mit Fortifier SF und RF 25
3.1.1.Studienpopulation 25
3.1.2.Saure-Basen-Status 27
3.1.3.Komedikation 28
3.2. Studientibergreifender Vergleich der Subgruppen mit und ohne
metabolische Azidose 29
3.2.1.CO,-Partialdruck 30
3.2.2.Aminosauren, Leberenzyme, Bilirubin, Kreatinin 30
3.2.3.Gewichtszunahme 31
3.2.4.Knochendichte 32
3.2.5.Supplementierung mit Calcium und Phosphat 33
3.2.6.Komedikation 34
3.3. Studienlibergreifender Vergleich der ersten und zweiten metabolischen
Azidose (BE < -6,0 mmol/l) 37




4. Diskussion 41

4.1. Physiologie und Modifikation des Fortifiers 41
4.2. Kompensationsmechanismen des Saure-Basen-Haushaltes 42
4.2.1.Unreife des neonatalen Metabolismus 42

4.2.2.Respiratorische Kompensationsmechanismen des Saure-Basen-

Haushaltes 43
4.2.3.Renale Kompensationsmechanismen des Saure-Basen-Haushaltes 44
4.2.4.0ssdre Kompensationsmechanismen des Sdure-Basen-Haushaltes __ 45
4.2.5.Erschopfung der Kompensationskapazitdaten des Saure-Basen-

Haushaltes 45
4.2.6.Gewichtsentwicklung in Abhdngigkeit vom Saure-Basen-Haushalt 46
4.2.7.Gewichtsentwicklung und zeitliches Intervall bis zum Auftreten einer

metabolischen Azidose 48
4.2.8.Therapie der metabolischen Azidose 49

5. Schlussfolgerung 50
6. Zusammenfassung 52
7. Literaturverzeichnis 53
8. Anhang 56
Paper 56
Eidesstattliche Erklarung 65
Lebenslauf Fehler! Textmarke nicht definiert.
Danksagung 67




ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1: Reabsorption und Regeneration von Hydrogencarbonat im proximalen

Tubulus 14
Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Zusammenhange der Saureelimination __15
Abbildung 3: Ubersicht der statistischen Analyse der vorliegenden Studie 25
Abbildung 4: Intervall der Fortifiergabe bis zum Auftreten der ersten und zweiten

metabolischen Azidose in Tagen 27
Abbildung 5: Dauer der Natriumhydrogencarbonattherapie nach der ersten und

zweiten metabolischen Azidose in Tagen 28
Abbildung 6: Ubersicht der statistischen Analyse der Vorlauferstudie von Korinekova

et al. (22) und der vorliegenden Studie 29

Abbildung 7: Studientbergreifender Vergleich des durchschnittlichen CO,-
Partialdruckes der Subgruppen mit und ohne metabolische Azidose __ 30
Abbildung 8: Zusammenhang von Base Excess und mittlerer Gewichtszunahme 31
Abbildung 9: Zusammenhang von Knochendichte und Base Excess 32
Abbildung 10: Studienlbergreifender Vergleich der Supplementierung von Calcium
und Phosphat in mg/kg/d bei den Subgruppen mit und ohne

metabolische Azidose 33
Abbildung 11: Studienlbergreifender Vergleich des Auftretens metabolischer

Azidosen in Abhangigkeit vom Geburtsgewicht 34
Abbildung 12: Studienlibergreifender Vergleich der Dauer der Fortifiergabe in Tagen

bis zum Auftreten der ersten und zweiten metabolischen Azidose 37
Abbildung 13: Studieniibergreifender Vergleich der Gewichtszunahme wahrend der

ersten und zweiten metabolischen Azidose 38

Abbildung 14: Studieniibergreifender Vergleich der Natriumhydrogencarbonat-
therapie im mmol/kg/d nach der ersten und zweiten metabolischen
Azidose 38
Abbildung 15: Studienlibergreifender Vergleich der Natriumhydrogencarbonat-
therapie in Tagen nach der ersten und zweiten metabolischen Azidose_39

TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1: Energiegehalt, Nahrstoffe und Potential Renal Acid Load  der
Studienfortifier bezogen auf die empfohlene Menge von 160 ml

Muttermilch pro kg Kérpergewicht pro Tag 20
Tabelle 2: Charakteristika der Studienpopulation 26
Tabelle 3: Charakteristika der Studienpopulationen der Vorlauferstudie von

Korinekova et al. (22) und der vorliegenden Studie 35

Tabelle 4: Vergleich der Frihgeborenen mit und ohne Abweichung des Base Excess _36

Tabelle 5: Subgruppenanalyse von Frithgeborenen mit zwei Episoden von
Abweichungen des Base Excess — Vergleich von klinischen Folgen und
Management 40




ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Appropriate for Gestional Age, Friihgeborene mit einem GG zwischen der

AGA 10. und 90. Perzentile

BE Base Excess

BMC Bone Mineral Content, Knochenmineralgehalt

DXA Dual Energy X-Ray Absorption

ELBW Extremely Low Birth Weight, Frihgeborene mit einem GG < 1000 g

GA Gestationsalter

GG Geburtsgewicht

KG Kérpergewicht

LGA Large for Gestional Age, Friihgeborene mit einem GG > 90. Perzentile
LBM Lean Body Mass, durchschnittliche Korpermasse

NAE Renal Net Acid Excretion, renale Nettosdureausscheidung

NF New Fortifier, neuer Fortifier

n Anzahl

PRAL Potential Renal Acid Load, potentielle renale Saurelast

RF Reformulation of the New Fortifier (NF), modifizierter neuer Fortifier (NF)
SGA Small for Gestational Age, Friihgeborene mit einem GG < 10. Perzentile
SSwW Schwangerschaftswochen

SF Standardfortifier

TA Titrable Acid, titrierbare Sauren

VLBW Very Low Birth Weight, Friihgeborene mit einem Geburtsgewicht < 1500 g




1. EINLEITUNG

In den letzten Jahren haben die Uberlebenschancen von kleinen Frithgeborenen mit
einem Gestationsalter unter 30 Schwangerschaftswochen deutlich zugenommen. Auf
Grund der Empfindlichkeit ihrer unausgereiften Organsysteme und ihrer hohen
Wachstumsgeschwindigkeit stellen Friihgeborene gegenliber normalgewichtigen

Reifgeborenen fiir die Pflege und Erndahrung eine besondere Herausforderung dar.

Studien zeigen, dass sich die Erndhrung mit Muttermilch positiv auf das kindliche
Immunsystem, die Absorption und Verdauung von Nahrstoffen sowie die neurologische
Entwicklung auswirkt. Dennoch kann mit Muttermilch das Ziel einer physiologischen
Gewichtsentwicklung friihgeborener Kinder, wie sie in utero stattfande, nicht erreicht
werden. Es ist daher klinischer Standard, Muttermilch mit Fortifiern zu
supplementieren, um den Energiegehalt der Nahrung zu erhdhen und eine

physiologische Gewichtsentwicklung der Frilhgeborenen zu erzielen (1-12).

Fortifier sind hochkalorische Nahrungszusatze, die sich in ihrer Zusammensetzung aus
Proteinen, Kohlenhydraten, organischen Sauren, Salzen, Calcium, Phosphat und
Elektrolyten unterscheiden. Sie unterstlitzen die Deckung des hohen energetischen
Bedarfs der Frihgeborenen und ermoéglichen das Erreichen intrauteriner
Wachstumsraten, wahrend gleichzeitig die Vorteile der muttermilchbasierten

Ernahrung erhalten bleiben.

Nahrungszusatze wie Fortifier beeinflussen jedoch durch ihre Zusammensetzung den
Sadure-Basen-Haushalt, dessen Gleichgewicht von der Produktion, Akkumulation und
Elimination saurer und alkalischer Stoffwechselmetabolite sowie von der Kapazitat der

Puffersysteme abhangig ist.

Die Regulation des Saure-Basen-Haushaltes zur Aufrechterhaltung des inneren Milieus
richtet sich nach Funktionszustand und lonisierungsgrad der Proteine im Blut und nach
dem Prinzip der Elektroneutralitdit. Schwankungen im Saure-Basen-Haushalt
beeinflussen die Eigenschaften von Enzymen, Transportproteinen sowie Rezeptoren
und aktivieren zelluldre und extrazellulare Homdostasemechanismen kardiopulmonaler,
renaler, hepatischer und ossarer Organsysteme.
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Zu den Puffersystemen gehoren Proteine, Hydrogencarbonat und Phosphat im Blut,
Pufferbasen der Knochen, die Exspiration fllichtiger Sduren (iber die Lunge, die renale
Exkretion nicht fliichtiger Sduren sowie die renale Resorption von Hydrogencarbonat

(13).

Friihgeborene besitzen aufgrund ihrer Unreife eine niedrige Kapazitit der renalen
Saureausscheidung (14-16). Daher besteht bei E/VLBW ein erhohtes Risiko fir die
Entwicklung metabolischer Azidosen, die den Allgemeinzustand und die Entwicklung

der Frihgeborenen deutlich beeintrachtigen kénnen.

1.1. PHYSIOLOGISCHE GRUNDLAGEN

1.2.1. METABOLISCHE AZIDOSE

Die metabolische Azidose ist eine durch einen primaren Abfall der Plasmakonzentration
von Hydrogencarbonat (HCO3) initiierte Storung des Sdure-Basen-Haushaltes aufgrund
einer chronisch verringerten Sadureelimination, eines kontinuierlichen Verlustes an
Hydrogencarbonat (HCO;3;) oder eines akuten Uberangebotes an Siuren (17).
Laborchemisch betrachtet sinken der pH-Wert des Blutes auf unter 7,36 und/ oder der

Base Excess auf unter -2,0 mmol/I.

1.2.2. PUFFEREIGENSCHAFTEN DES BLUTES

Zu den Puffersystemen im Blut gehoéren Hydrogencarbonat, Proteine und Phosphat.

Hydrogencarbonat (HCOs) hat die grofRte Pufferkapazitdt im Sdure-Basen-Haushalt.
Hydrogencarbonat ist die korrespondierende Base der Kohlensdure (H,COs), die
katalysiert von der Carboanhydrase durch Hydratisierung des Kohlenstoffdioxids (CO,)
im Blut entsteht (13).

H,0 + CO; > H,CO3 > HCO3 + H*



Proteine mit Pufferwirkung sind Himoglobin und Albumin. Diese kénnen Protonen (H")
an ionisierbare Seitengruppen, insbesondere an Histidinreste binden. Zuséatzlich kdnnen
intrazelluldre Proteine vor allem der Skelettmuskelzellen H* puffern. Die Aufnahme von

H" in die Zelle erfolgt im Austausch gegen Kalium (K*)(13).

Das im Blut vorliegende primare Phosphat (H,PO.) und sekundédre Phosphat (HPO.%)

bilden ein korrespondierendes Sdaure-Base-Paar (13).

1.2.3. KNOCHEN ALS RESERVOIR AUSTAUSCHBARER
PUFFERBASEN

Das ossare Organsystem ist ein groRBes Reservoir alkalischer Salze. Bei azidotischer
Stoffwechsellage werden Natrium (Na®), Kalium (K*), Calcium (Ca**) und Magnesium
(Mg**) begleitet von Alkalisalzen wie Carbonat (COs*), Hydroxid (OH) und Phosphat
(PO,*) mobilisiert. Des Weiteren werden ossire Carbonate im Austausch gegen
extrazellulares Phosphat freigesetzt. Die Ablagerung extrazellularer
nichtmetabolisierbarer Anionen (CI) mit H" in den Knochen wird ebenfalls diskutiert

(18).

Natrium, Kalium und Magnesium spielen als Puffersubstanzen des Knochens nur eine
untergeordnete Rolle. Quantitativ ist die Freisetzung von Calcium, Carbonat und
Phosphaten bedeutend. Calcium wird Uber den Urin ausgeschieden. PO,> und HCO5

stehen im Blut als Protonenpuffer zur Verfiigung (17).

1.2.4. EXSPIRATION FLUCHTIGER SAUREN

Der Respirationstrakt stellt ein funktionell offenes System dar, Gber welches fliichtige
Sauren eliminiert werden kdénnen. Eine erhdhte Protonenkonzentration im Blut [H']
bewirkt initial eine Erregung peripherer arterieller Chemorezeptoren des Glomus
caroticum sowie der Glomerula aortica. Die folgende neuronale Stimulation des Nucleus

solitarius der Medulla oblongata resultiert in einer Erhohung der Atemfrequenz (13).
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Auch eine Ansduerung des Liquors durch die Steigerung der Konzentration von H” fiihrt
Uber die Stimulation zentraler Chemorezeptoren zur Hyperventilation. Im Folgenden
wird die Abgabe des flichtigen Kohlensaureanhydrids (CO,) an die Ausatemluft unter
gleichzeitiger Entlastung des Blutes von einer fast dquivalenten Menge an H* bewirkt

(23).
H+ + HCO_D,- - COz + Hzo

Die Expiration flichtiger Sauren steht in enger Verbindung mit dem Hydrogencarbonat-

puffer des Blutes.

1.2.5. RENALE EXKRETION NICHT FLUCHTIGER SAUREN UND
RESORPTION VON HYDROGENCARBONAT

SEKRETION VON PROTONEN IN DAS TUBULUSLUMEN

Im proximalen Tubulus gelangen Protonen (H®) liber sekundiraktive elektroneutrale

Na‘/ H'-Antiporter in das Tubuluslumen.

Im kortikalen Sammelrohr werden H* bei erhéhter Konzentration im Blut tiber apikale

H*/ K*-ATPasen in den Zwischenzellen des Typs A sezerniert.

Da eine hohe Konzentration an H* im Tubuluslumen die weitere Sekretion von H*
hemmen wiirde, ist die Ausscheidung relevanter Mengen an H* abhingig von einer
Bindung der H* an Puffersubstanzen im Urin. Die renale Protonenelimination erfolgt

daher in Form von titrierbaren Sauren und Ammonium (NH.") (13).

TITRIERBARE SAUREN

Titrierbare Sduren sind die glomerular filtrierten Puffersalze Phosphat, Sulfat,
Harnsdure und Citrat, die durch Bindung von H" in ihre saure Form tibergegangen sind.
lhre Konzentration im Urin kann durch Ricktitration mit der Base Natriumhydroxid

(NaOH) bestimmt werden.

Phosphate besitzen als dreifach geladenes Anion die hochste Pufferkapazitat und sind im

ossdren System als alkalische Salze (PO,>) eingelagert. Bei azidotischer Stoffwechsellage
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erfolgt durch Osteoklastenstimulation und Inhibition der Osteoblasten eine
Demineralisierung des Knochens. Dabei werden Calcium, Carbonat, Natrium, Kalium und
Phosphat freigesetzt. Bereits die Mobilisierung der Phosphate aus dem ossaren System

unter Bildung sekundérer Phosphate (HPO,%) verbraucht H*.
P043-(Knochen) + H+ - I'”3042-(Blut)

HPO,* wird ungehindert glomerular filtriert und bindet im Tubuluslumen sezernierte

H*.
HPO,” + H* = H,PO4 (urin)

Da das Tubuluslumen fiir primares Phosphat (H,PO,4 ) impermeabel ist, wird es liber den

Urin eliminiert (13).

NICHT TITRIERBARE SAUREN

Der quantitativ wichtigste Mechanismus zur Konstanthaltung des pH-Wertes ist die
Elimination von Ammoniumionen (NH,"). Beim Titrieren sauren Harns mit NaOH, bleibt

H* an NH," gebunden. NH," wird deshalb als nicht titrierbare Saure bezeichnet.

In proximalen Tubuluszellen entstehen durch Desaminierung amidhaltiger Aminosaduren
wie Glutamin unter dem Einfluss der Glutaminase Ammoniak (NHs3) und

Ammoniumionen (NH,").

Eine hohe Konzentration an H' bei azidotischer Stoffwechsellage hemmt die hepatische
Glutaminase, so dass weniger Glutamin zu Harnstoff umgesetzt wird und die
Glutaminzufuhr der Nieren steigt. Des Weiteren férdert der niedrige pH-Wert im Blut
die gastrointestinale Glutaminaufnahme und die Freisetzung von Glutamin aus
Skelettmuskelzellen. Gleichzeitig wird die Aktivitdt der renalen Glutaminase bei Azidose

stimuliert, sodass vermehrt NH; zur Eliminierung von H' gebildet wird.
Glutamin = Glutamat + NHs
Glutamat - 2-Oxo-Glutarat + NH3

2-Oxo-Glutarat - CO, + Glukose

12



NH; diffundiert ungehindert ins Tubuluslumen und nimmt dort H* auf.
NH3 + H" > NH,"

Da Zellmembranen fiir NH;" nur vermindert permeabel sind, reichert sich das saure
Tubuluslumen mit NH," an. Das Gleichgewicht zwischen NH4" und NHj3 verschiebt sich in
Richtung NH,;" und erhéht den Konzentrationsgradienten fiir die Diffusion von NH3 aus

den Tubuluszellen ins Lumen.

Des Weiteren befinden sich an den apikalen Membranen der proximalen Tubuluszellen

y-Glutamyl-Transferasen, so dass auch im Lumen aus Glutamin NH; gebildet wird (18).

RENALE REABSORPTION UND REGENERIERUNG VON HYDROGENCARBONAT

Die renale Regulation der Hydrogencarbonatkonzentration im Plasma erfolgt erstens
mittels direkter Rlckresorption des bereits glomerular filtrierten HCO3™ und zweitens

mittels Regenerierung von HCO3 durch Sekretion von H".

Filtrierte Hydrogencarbonationen (HCO3’) werden zu 70 bis 90% im proximalen Tubulus
reabsorbiert. Die Reabsorption von HCO5;™ wird durch die Aktivitit der Na’/ H*-ATPase
und die H*-ATPase vermittelt. Die Energie zur Sekretion von H® Uber die apikalen
ATPasen in das Tubuluslumen wird durch die niedrige intrazelluldre Na*-Konzentration

bereitgestellt, welche aus der Aktivitit der basolateralen Na*/ K*- ATPase resultiert (19).

HCO3™ wird glomerular frei filtriert und reagiert im Tubuluslumen mit den sezernierten
H* zu Kohlensidure (H,COs3). H,CO; wird durch die basolaterale Carboanhydrase

gespalten.
HCO; + H" > H,C03; > CO, + H,0

CO, und H,0 diffundieren in die Tubuluszellen und reagieren katalysiert von der
intrazelluldren Carboanhydrase zu HCO3; und H*. Basolateral gelegene Na®/ 3HCO;
Cotransporter, Na*/ 2HCO57/ C032'—Symporter und ClI’/ HCOs™-Antiporter geben HCO3™ an
das Blut ab. Ist der Schwellenwert der HCO3-Konzentration im Serum erreicht, werden

die Regenerierungs- und Reabsorptionsvorgange in der Niere inhibiert.
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Lumen Tubuluszelle Interstitium

glomeruldr frei filtriert ATP

Na* HCOs Na"jz
I(-I-
Na*
HCOa_\/HJr :O: "
H,CO5 H,CO5

Hzo —_— H20
CO; > COo,

Abbildung 1: Reabsorption und Regeneration von Hydrogencarbonat im proximalen Tubulus
(modifiziert nach Okusa M. D., Ellison D. H., Physiology and Pathophysiology of Diuretic Action in
Seldin and Giebisch's The Kidney, Physiology and Pathophysiology, R.). Alpern, Herbert, S.C,,
Editor. 2008, Elsevier Academic Press: Amsterdam. p. 1051-1094, Figure 4)

Bei azidotischer Stoffwechsellage wird die tubuldre Natriumreabsorption inhibiert. Die
folgende Natriurese bewirkt eine Reduktion des Extrazellularvolumens. Nachfolgend
resultiert die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems in einem
Hyperaldosteronismus. Aldosteron stimuliert die Rickresorption der restlichen 10%

HCOs im kortikal gelegenen Sammelrohr (iber die Sekretion von H".

Bei erhohter Saurestimulation der Niere erfolgt zusatzlich eine Regenerierung von HCOs'
aus Citrat, welches als Stoffwechselprodukt im Korper vorliegt und zusatzlich Giber die

Nahrung zugefiihrt werden kann.

H COOH
.

ooC—C—C—C— oo

H OH H
Citrat

Citrat wird glomeruldr frei filtriert, im proximalen Tubulus mittels Na‘/ Citrat-
Cotransporter reabsorbiert und metabolisiert. Durch vollstindige Oxidation der drei
negativ geladenen Carboxylgruppen (COQ’) eines Citratmolekils im Citratzyklus werden

drei CO, generiert. CO; reagiert mit H,0 im Plasma der Zelle.

14



CO, + H,0 > H,CO3;-> HCO; + H*

Da H' in den Citratzyklus flieRt, besteht ein Nettogewinn von drei HCO; pro
Citratmolekl (14).

CO; + H0

HCO; + H®

Blut

H* + Hb/ Albumin

Harnstoff Knochen
H + CaCOs

Glutamin

NH; HPO, Ca”’

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Zusammenhdnge der Sdureelimination

POTENTIELLE RENALE SAURELAST (POTENTIAL RENAL ACID LOAD, PRAL)

Zur Schatzung der Saurelast aufgenommener Nahrung ist die Berechnung der
potentiellen renalen Saurelast (Potential Renal Acid Load, PRAL) eine bekannte
Methode. PRAL ist die nahrungsbezogene Schatzung der Differenz von
nichtcarbonischen Anionen (ohne organische Sdauren) und mineralischen Kationen. Bei
der Berechnung werden die durchschnittlichen intestinalen Nettoabsorptionsraten der

jeweiligen relevanten Nahrstoffe berilcksichtigt (20, 21).

PRAL = mEg von Cl + PO4 + SO4 + Na—K—Mg —Ca
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RENALE NETTOSAUREAUSSCHEIDUNG (RENAL NET ACID EXCRETION, NAE)

Der Nettoeffekt der Ansdauerung des Urins durch die Niere kann als renale
Nettosdureausscheidung gemessen werden (Net Acid Excretion, NAE). Die Nettomenge
der Uber die Nieren ausgeschiedenen Sauren entspricht der Gesamtsaureausscheidung
in Form von titrierbaren Siuren (TA) und NH4;" minus der Hydrogencarbonatelimination

(14).
NAE = TAysin + NH4+urin - HCO3 yrin

ALKALI EXCESS IM URIN (URINARY ALKALI EXCESS)

Neben titrierbaren Sduren und NH," werden auch nicht metabolisierbare Kationen wie
Natrium (Na®), Kalium (K*), Magnesium und Calcium als saure Valenzen iiber den Urin
ausgeschieden. Gleichzeitig werden zusatzlich zu HCO3™ nicht carbonische Anionen wie
Chlorid (CI'), Phosphat, Sulfat und organische Sauren renal eliminiert. Die Differenz der
guantitativ wichtigsten nicht carbonischen Anionen (CI') und der nicht metabolisierbaren

Kationen (Na*, K*) wird vereinfacht durch den Alkali Excess im Urin dargestellt.
Urinary Alkali Excess = Na*yrin + K'urin - Clurin

Entsprechend der Elektroneutralitdt korrelieren NAE und Urinary Alkali Excess

miteinander. Ein erhohter Urinary Alkali Excess entspricht einer verringerten NAE.

NAE und Urinary Alkali Excess sind rechnerische Korrelate fiir die Sdurebelastung durch

die Nahrung.

1.2. PROBLEMSTELLUNG

Nach Einfihrung eines neuen, kommerziell erhdltlichen Fortifiers (NF) auf der
neonatologischen Intensivstation der Universitdtskinderklinik Greifswald wurde ein
gehduftes Auftreten metabolischer Azidosen beobachtet. Daraufhin wurde in einer
ersten klinischen Studie von Korinekova et al. der neue Fortifier (NF) mit dem bisher in

der Routine eingesetzten Fortifier (SF) verglichen. Bereits nach Einschluss von 15

16



Kindern ergab die Zwischenauswertung eine erhéhte Inzidenz metabolischer Azidosen

und flhrte zum vorzeitigen Abbruch der Studie (22).

Ein unausgeglichenes Anionen-Kationen-Verhaltnis des neuen Fortifiers (NF) wurde als
Ursache der hohen Rate metabolischer Azidosen diskutiert. Die Komposition des
Fortifiers (NF) wurde durch Zugabe von Natrium, Kalium, Chlorid und

Citratkomponenten modifiziert.

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung der Inzidenz metabolischer Azidosen
unter der Erndhrung mit dem modifizierten Fortifier (RF) im Vergleich zum
Standardfortifier (SF) sowie die Beurteilung des Einflusses metabolischer Azidosen auf

das Wachstum Frihgeborener.

17



2. METHODIK

2.1. STUDIENDESIGN

Zum Vergleich des modifizierten Fortifiers und des Standardfortifiers wurde von Juli
2005 bis Februar 2006 die vorliegende Studie auf der neonatologischen Intensivstation
(Level Illa) der Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald an 37 Friihgeborenen
durchgefiihrt. Ziel war es in einer doppelblinden, randomisierten Studie die Inzidenz
metabolischer Azidosen, die Gewichtsentwicklung und die Knochendichte der

Friihgeborenen zu untersuchen.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Ernst-Moritz-Arndt-

Universitat Greifswald geprift und mit einem positiven Votum bewertet.

Die Studie wurde unter ClinicalTrials.gov.identifierNCT00196482 registriert.

2.2. STUDIENPOPULATION

2.2.1. EINSCHLUSSKRITERIEN

Alle gesunden Friihgeborenen (< 34 SSW), die mit Muttermilch erndhrt wurden und
deren Eltern ihr schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahme gaben, wurden in die

Studie eingeschlossen.

Die Bestimmung des Gestationsalters erfolgte anhand der Mutterpassdaten aus
Menstruationszyklus und ggf. sonographischer Korrektur sowie nach dem klinischen
Reifegrad der Friihgeborenen. Die GroRe fiir das Gestationsalter wurde nach nationalen
Perzentilen bewertet (23). Als Small for Gestational Age wurden Friihgeborene mit
einem Geburtsgewicht unter der 10. Perzentile bezeichnet. Als Large for Gestational
Age wurden Frihgeborene mit einem Geburtsgewicht Uber der 90. Perzentile

eingestuft.

18



2.2.2. AUSSCHLUSSKRITERIEN

Neugeborene mit chromosomalen Anomalien, gastrointestinalen Erkrankungen (u.a.
Malformation, Kolostoma), Stoffwechselstérungen, Sepsis oder Frithgeborene, die mit

Formulanahrung ernahrt wurden, nahmen nicht an der Studie teil.

2.2.3. ABBRUCHKRITERIEN

Sekundar auftretende Erkrankungen wie metabolische Dysfunktionen, nekrotisierende
Enterokolitis oder Sepsis sowie die Riicknahme der Einverstandniserklarung durch die

Eltern galten als Kriterien zum Abbruch der Studie.

2.3. STUDIENFORTIFIER

In der Studie wurde ein nach der Studie Korinekova et al. modifizierter Fortifier und der

Standardfortifier verwendet (22).

Der Fortifier RF beinhaltet im Unterschied zum Fortifier SF neben

Molkenproteinhydrolysat auch Caseinhydrolysat.

Der Fortifier NF wurde durch Steigerung des Gehaltes an Alkalicitraten modifiziert. Die
zweifache Erhohung des Gehaltes an Natrium und Chlorid sowie eine flinffache
Erhéhung des Gehaltes an Kalium resultierten in einer Reduzierung der potentiellen
renalen Saurelast (PRAL) von 1,1 mEqg des Fortifiers NF auf -0,3 mEq des neu
entwickelten Fortifiers RF in der empfohlenen Dosierung von 160 ml Muttermilch pro
kg Korpergewicht. Es wurde eine Steigerung des Urinary Alkali Excess, berechnet aus

der Nahrungszusammensetzung, von 4,3 mmol/l auf 14,7 mmol/I erreicht.
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Tabelle _1: Energiegehalt, Nahrstoffe und Potential Renal Acid Load (PRAL) der
Studienfortifier bezogen auf die empfohlene Menge von 160 ml Muttermilch pro kg
Korpergewicht pro Tag

Standardfortifier Neuer Fortifier Modifizierter
(SF) (NF) Fortifier (RF)
Energie [kcal/kg] 28,3 23,8 23,8
Proteine [g/kg] 1,6 1,3 1,3
Kohlenhydrate [g/kg] 5,4 4,7 4,7
Fett [g/kg] 0,03 0 0
Natrium [mmol/kg] 1,39 0,69 1,39
Kalium [mmol/kg] 1,72 0,32 1,64
Chlorid [mmol/kg] 0,77 0,31 0,68
Calcium [mmol/kg] 2,99 2,59 2,60
Phosphat [mmol/kg] 2,32 2,32 2,33
Urinary Alkali Excess [mmol/l] 14,6 4,3 14,7
PRAL [mEq] -0,1 1,1 0.3
Osmolaritdt [mOsmol/l] 387 355 380

2.4. RANDOMISIERUNG, STRATIFIZIERUNG, VERBLINDUNG

Die Studienpopulation wurde in drei Gewichtsklassen eingeteilt.

— Kinder mit einem Geburtsgewicht < 1000 g
— Kinder mit einem Geburtsgewicht zwischen 1000g und 1500 g

— Kinder mit einem Geburtsgewicht > 1500 g

Die Blockrandomisierung erfolgte in Sechserblécken Uber ein Losverfahren in der
jeweiligen Gewichtsklasse zu Beginn der Fortifiergabe. Nach Supplementierung der
Muttermilch durch geschultes Personal in der Milchkiiche wurde die Studiennahrung
verblindet, so dass weder die Arzte, die Krankenschwestern der neonatologischen
Intensivstation noch die Eltern wussten, ob der Standardfortifier oder der modifizierte

Studienfortifier verwendet wurde.
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2.5. STUDIENPROTOKOLL

Die Pflege der Friihgeborenen erfolgte von der Studie unbeeinflusst anhand der
Standardprotokolle der neonatologischen Intensivstation. Das Erndhrungsmanagement

der Studie wurde entsprechend der Stationsroutine durchgefiihrt.

Die Supplementierung der Muttermilch mit Fortifiern wurde begonnen, sobald die orale
Nahrungszufuhr mindestens 100 ml Muttermilch pro kg Koérpergewicht pro Tag
(ml/kg/d) betrug. Die Nahrungszufuhr wurde auf 165-180 mi/kg/d gesteigert und

anschlieBend bis zur Entlassung aus der Klinik aufrechterhalten.

Grundlegende Parameter zur Steigerung des enteralen Volumens waren die

Bestimmung gastraler Nahrungsreste und die klinische Beurteilung des Bauchumfanges.

2.5.1. ADJUSTIERUNG DER MILCHZUFUHR

Wahrend der ersten beiden Studientage erhielten die Kinder 50% der empfohlenen
Menge des Fortifiers (Level 1) und ab dem dritten Tag die empfohlene Gesamtdosis

(Level 2).

Im Falle einer metabolischen Azidose, definiert als Base Excess (BE) < -6,0 mmol/I,
wurde die Fortifiergabe gestoppt und das Kind oral mit Natriumhydrogencarbonat und/
oder Elektrolyten therapeutisch gepuffert. Nach Normalisierung des Sadure-Basen-
Haushaltes, BE > -2,0 mmol/l, und einem regularen Intervall von 48 Stunden, wurde mit
der Gabe des anderen Fortifiers begonnen. Ein Wechsel des Fortifiers erfolgte nur in

Fallen auftretender metabolischer Azidosen.

Alle vollstandig enteral erndhrten Friihgeborenen mit einem Geburtsgewicht < 1500 g
erhielten ab dem 14. Lebenstag Calciumglycerophosphat per os in Abhangigkeit vom

Calcium-Kreatin-Quotienten im Urin (Calciumysin / Kreatiningin Xx 8,8). Eine
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Dosissteigerung erfolgte bei einem Quotient < 20, eine Verminderung bei einem

Quotient > 35 (24).

2.5.2. LABORPARAMETER

Die Messungen des Sdure-Basen-Status aus Vollblut und die Plasmakonzentration der
Elektrolyte Natrium, Kalium und Chlorid erfolgte an den Studientagen O, 2, 5, 7, 10, 14.
Die Serumkonzentraton von Kreatinin, Bilirubin und Leberenzymen sowie die
Aminosauren in Plasma und Urin wurden an den Studientagen 0 und 14 oder bei
Beendigung der Muttermilchsupplementierung bestimmt. Alle Blutentnahmen

erfolgten kapillar aus der Ferse.

Die Analytik des Saure-Basen-Status und der Elektrolyte wurde mittels des ABL 735
(Radiometer Medical ApS, Danemark) durchgefiihrt. Dabei erfolgt die Bestimmung des
pH-Wertes und die Messung des Partialdruckes von CO, (pCO,;) im Blut
potentiometrisch. Der aktuelle Hydrogencarbonatgehalt, das
Standardhydrogencarbonat (Konzentration von Hydrogencarbonat der Blutprobe bei
pO, 100mmHg, pCO, 40 mmHg und 37 °C) sowie der Base Excess werden anhand des
gemessenen pCO, und pH-Wertes berechnet und zur Bestimmung metabolischer

Entgleisungen des Sdure-Basen-Haushaltes herangezogen.

Leberenzyme und Bilirubin wurden mittels Dade-Behring Dimension AR ermittelt.

Die Aminosauren in Plasma und Urin wurden mit dem Amino Acid Analyser (Alpha Plus,

Pharmacia Upjohn) bestimmt.

Die Analyse der organischen Sauren im Urin erfolgte mittels Gaschromatographie
(Hewlett Packard 5980 Series Il GC) in der Humangenetik der Ernst-Moritz-Arndt-

Universitat.
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2.5.3.  ANTHROPOMETRISCHE MESSUNGEN

Das Korpergewicht [g] wurde taglich dokumentiert und die Gewichtszunahme [g/kg

KG/d] wahrend der Studiendauer wurde errechnet.

Vor der Entlassung von der neonatologischen Station wurde die Knochendichte der
Kinder mit einem Geburtsgewicht < 1500 g mittels Dual Energy X-Ray Absorption (DXA)

routinemaRig gemessen.

Die Ganzkorper-Scans wurden mit Hologic QDR 1500 (Waltham, MA, USA) im Single-
Beam Mode durchgefiihrt (20). Die Ergebnisse des DXA beinhalteten sowohl die
Gesamtknochenfliche [cm?], den ossiren Mineralgehalt [g], die Fettmasse [g] als auch

die durchschnittliche Kérpermasse [g].

Um den Einfluss von Fettmasse und KorpergrofRe zu minimieren wurde der prozentuale

Knochenmineralgehalt pro Magermasse (% bmc/lean mass) bestimmt.

2.54. ORALE SUPPLEMENTIERUNG

Es erfolgte eine Analyse der taglichen Gabe der Mengen von Natriumhydrogencarbonat
und Calciumglycerophosphat. Retrospektiv wurde die Komedikation mit Coffein

ermittelt und der Einfluss auf die Entstehung metabolischer Azidosen untersucht.
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2.6. STATISTISCHE ANALYSE

Die Probenumfangsberechnung (Fehler ersten Grades von 0,01, Power von 0,9, mittlere
Abweichung des BE [mmol/I] von 4, Standardabweichung 4 [mmol/I]) ergab eine Anzahl

von 15 Patienten fiir jeden Behandlungsarm.

Zur deskriptiven Gruppencharakterisierung wurden Mittelwert, Standardabweichung

und Spannweite berechnet.

Mann-Whitney-U-Test, exakter Fischer-Test, Korrelationskoeffizient nach Spearman
sowie die lineare und logistische Regressionsanalyse erfolgten mit SAS (V 9.1, SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA).

Der Mann-Whitney-U-Test wurde als parameterfreier statistischer Rangsummentest zur

Signifikanzbestimmung der Gruppenvergleiche genutzt.

Zur Messung des linearen Zusammenhanges von Base Excess und Gewichtszunahme

wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman (r) ermittelt.

Der Vergleich der Inzidenz wurde mittels des exakten Fisher-Testes durchgefiihrt.

Der p-Wert zweier gepaarter Vergleichsgruppen wurde mit dem Vorzeichen-Rang-Test

berechnet.

Das Signifikanzniveau wurde fir alle Tests auf p < 0,05 festgelegt. Die Werte wurden als
Median und Interquartilsabstand (Interquartile Range, IQR) (25. Perzentile; 75.

Perzentile) angegeben.

Um den jeweiligen Einfluss von Fortifiertyp, Coffeinmedikation und Geburtsgewicht als
Risikofaktor fiir die Entstehung metabolischer Azidosen zu untersuchen, wurden Odds

Ratio (OR) und Konfidenzintervall (Cl) mittels logistischer Regression ermittelt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. VERGLEICH DER STUDIENGRUPPEN MIT FORTIFIER SF UND
RF

SF RF
(n=15) (n=19)

0

BE<-6 BE=-6 BE<-6 BE>-6
(n=3) (n=12) (n=6) (n=13)

Abbildung 3: Ubersicht der statistischen Analyse der vorliegenden Studie

3.1.1.  STUDIENPOPULATION

Flr die Studie wurden 37 friihgeborene Kinder im Zeitraum von Juli 2005 bis Februar
2006 randomisiert. Bei drei Kindern wurde die Studie vorzeitig abgebrochen. Ein
Friihgeborenes entwickelte am dritten Studientag eine nekrotisierende Enterokolitis,
bei zwei weiteren Kindern war die Menge der Muttermilch in den ersten Studientagen

unzureichend. Bei 34 Teilnehmern konnte die Studie vollstandig durchgefiihrt werden.
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Tabelle 2: Charakteristika der Studienpopulation

Standardfortifier ~ Modifizierter p-Wert
(SF) Forifier (RF)
Anzahl der Studienteilnehmer 15 19
(<1000g /1000-1500g / >1500g) (5/4/6) (7/5/7)
Gestationsalter [Wochen] 31,1(27,4;32,7) 30,1(25,7;32,4) 0,54
Geburtsgewicht [g] 1380 1280 0,74
(900;1670) (800;1650)
SGA / AGA 2/13 2/17 1
Alter in der Studie [Tage] 14 (10;21) 13 (9;16) 0,48
Anzahl der Kinder mit BE < -6 3 6
mmol/I
(3/0/0) (4/2/0)
(<1000g /1.000-1500g / >1500 g)
BE < -6,0 mmol/I [ja / nein] 3/12 6/13 0,70
BE [mmol/I] -1,0 (-2.3;0,3) -1,8 (-6,4;0,9) 0,53
pH-Wert 7,35(7,28;7,38) 7,32(7,29;7,35) 0,50
pCO; [mmHg] 45 (42;55) 43 (40;51) 0,42
HCO3 [mmol/l] 24,7 (22,6;26,1)  23,3(19,0;26,1) 0,36
Natrium [mmol/I] 136 (135;137) 137 (136;139) 0,10
Kalium [mmol/1] 4,8 (4,2;4,9) 4,7 (4,5;5,1) 0,43
Chlorid [mmol/I] 97 (95;100) 101 (99;102) 0,003
Mittlere Gewichtszunahme [g/kg/d] 18,2 (13,9;22,0) 17,3 (11,9;21,7) 0,47
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3.1.2. SAURE-BASEN-STATUS

Bei neun Kindern (sieben mit GG < 1000 g und zwei mit GG zwischen 1000 und 1500 g)
traten nach durchschnittlich acht Tagen metabolische Azidosen mit einem Base Excess <
-6,0 mmol/I auf. Drei dieser Kinder gehorten zur Gruppe des Standardfortifiers (SF) (alle
drei mit GG < 1000 g). Die anderen sechs erhielten den Fortifier RF (vier mit GG < 1000 g
und zwei mit GG zwischen 1000 und 1500 g).

Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der Inzidenz der metabolischen Azidosen

beider Studiengruppen vor (p = 0,7).

Bei sechs der neun Friihgeborenen mit metabolischer Azidose (SF vier, RF zwei) wurde
nach Normalisierung des Base Excess der Fortifier gewechselt. Bei drei Kindern war

nicht mehr ausreichend Muttermilch zur Weiterfiihrung der Studie vorhanden.

Alle sechs Kinder, bei denen ein Wechsel des Fortifiers stattgefunden hatte,
entwickelten erneut eine Azidose mit einem Base Excess < -6,0 mmol/l. Die
Zweitazidose trat durchschnittlich vier Tage friher auf als die erste metabolische

Azidose.

1. Azidose

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Intervall der Fortifiergabe bis BE < -6,0 mmol/I [d]

Abbildung 4: Intervall der Fortifiergabe bis zum Auftreten der ersten und zweiten metabolischen
Azidose in Tagen (vorliegende Studie)
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Die Kinder wurden bis zur Normalisierung des Saure-Basen-Haushaltes im Mittel tber
28 Tage mit Natriumhydrogencarbonat therapiert. Nach der ersten Azidose hatten die

Supplementierung mit Natriumhydrogencarbonat durchschnittlich acht Tage betragen.

1. Azidose

2. Azidose

0 5 10 15 20 25 30

NaHCO;-Therapie [d]

Abbildung 5: Dauer der Natriumhydrogencarbonattherapie nach der ersten und zweiten
metabolischen Azidose in Tagen (vorliegende Studie)

3.1.3. KOMEDIKATION

In der vorliegenden Studie erhielten zwolf Kinder eine durchschnittliche Coffeindosis von
9,2 (5,9;11,3) mg/kg/d. Funf der zwolf Kinder entwickelten eine metabolische Azidose (p
= 0,22). Coffein hat rechnerisch keinen eigenstandigen Effekt auf das Auftreten einer

metabolischen Azidose (OR 0,7 (0,1;4,4)).

Diuretika wurden nicht appliziert.
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3.2. STUDIENUBERGREIFENDER VERGLEICH DER SUBGRUPPEN
MIT UND OHNE METABOLISCHE AZIDOSE

Studie nach Vorliegende
Korinekova et al Studie

SF NF SF RF
(n=7) (n=8) (n=15) (n=19)

Studien- A /\‘

iiber-
BE<-6 BE>-6 BE<-6 BE=-6 greifende BE<-6 BE=-6 BE<-6 BE=-6
(n=1) (n=6) (n=7) (n=1) Analyse (n=3) (n=12) (n=6) (n=13)

Abbildung 6: Ubersicht der statistischen Analyse der Vorlduferstudie von Korinekova et al. (22)
und der vorliegenden Studie
— Einzelanalyse der klinischen und paraklinischen Parameter der Fortifierstudien
— Studienibergreifende Analyse von Geburtsgewicht, Fortifier, Coffein und Base Excess
(BE)
— Analyse der klinischen und paraklinischen Parameter der Subgruppen mit und ohne
metabolische Azidose

Zur detaillierteren Analyse der pathophysiologischen Zusammenhinge der
metabolischen Dysfunktionen wurden die Kinder nach dem Auftreten bzw.
Nichtauftreten metabolischer Azidosen in zwei Untergruppen eingeteilt. Zur Erh6hung
der Fallzahl, um eine Kollektivaussage hinsichtlich der Assoziation metabolischer
Azidosen mit der Gewichtsentwicklung und Knochendichte der Friihgeborenen treffen
zu konnen, wurden die Ergebnisse der Studie Korinekova et al. (22) zu einer

studienilibergreifenden Auswertung hinzugezogen

Aufgrund der hohen Inzidenz metabolischer Azidosen wurde die Studie Korinekova et
al. (22) nach der Zwischenauswertung von 15 Kindern vorzeitig abgebrochen. Es traten
insgesamt acht metabolische Azidosen mit einem Base Excess < -6,0 mmol/I auf. Der
Unterschied der Inzidenz der Azidose zwischen beiden Fortifiern war signifikant (p =
0,01). Ein Kind (GG < 1000g) erhielt den Fortifier SF und sieben (drei mit GG < 1000 g,
zwei mit GG 1000 < 1500 g, zwei mit GG > 1500 g) den Fortifier NF (22).
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Bei sechs Kindern wurde der Fortifier gewechselt. Bei den anderen beiden war die
Muttermilchmenge zur vollstandigen Erndahrung unzureichend. Vier Kinder entwickelten

eine zweite metabolische Azidose.

3.2.1. CO2-PARTIALDRUCK

Der durchschnittliche CO,-Partialdruck der Studienkinder mit metabolischer Azidose
war im Vergleich zu denen mit einem Base Excess = -6,0 mmol/l marginal um 4 mmHg

niedriger (p < 0,07).

BE 2 - 6,0 [mmol/I]

BE <- 6,0 [mmol/I]

39 40 41 42 43 44 45 46

pCO2 [mmHg]

Abbildung 7: Studieniibergreifender Vergleich des durchschnittlichen CO,-Partialdruckes der
Subgruppen mit und ohne metabolische Azidose

3.2.2.  AMINOSAUREN, LEBERENZYME, BILIRUBIN, KREATININ

Die Leberenzyme, Bilirubin und Kreatinin im Serum sowie die Aminosauren in Serum
und Urin waren normwertig. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Kindern mit und ohne metabolische Azidose gefunden werden
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3.2.3. GEWICHTSZUNAHME

Wahrend der metabolischen Azidose erreichten die Kinder eine mittlere
Gewichtszunahme von 9,0 g/kg/d. Bei der Studiengruppe ohne Azidose konnte eine

Gewichtszunahme von 20,7 g/kg/d verzeichnet werden.

Die lineare Regression ergab eine optimale Gewichtszunahme von 16,9 bis 20,5 g/kg/d

flr einen Base Excess Bereich von -2,0 bis +2,0 mmol/l und war statistisch signifikant.
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Abbildung 8: Zusammenhang von Base Excess und mittlerer Gewichtszunahme

Rauten: Daten der Kinder (n = 49) wdhrend der Studiendauer

Linie: lineare Regression mit R? = 0,30, p < 0,001, mittlere Gewichtszunahme [g/kg/d] = 0,89
(0,49;1,29) x Base Excess [mmol/l] + 18,69 (16,53;20,85) (95% Cls), Korrelatioskoeffizient nach
Spearman r = 0,50, p < 0,001

Kreuze: Daten der Kinder (n = 10) wéhrend der zweiten Episode mit BE < -6,0 mmol/|
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3.2.4. KNOCHENDICHTE

Daten der DXA von 28 Kindern mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g waren zum
Zeitpunkt der Klinikentlassung verfiigbar. Die Knochendichte war in der Gruppe mit

Azidose signifikant geringer als in der Studiengruppe ohne Azidose (p = 0,04).

2,6

2,4 -

2,2

2,0 -

1,8 1 »>

1,6 |

Knochendichte [% bmc/lean]

1,4 -

1,2 |
p=0.04

1,0

n= 14 14
BE <-6,0 mmol; BE =-6,0 mmol/L

Abbildung 9: Zusammenhang von Knochendichte und Base Excess

Rauten: Darstellung des prozentualen Knochenmineralgehaltes (bmc) pro Magermasse (lean
mass) zur Korrektur des Einflusses der variierenden Fettmasse der Studiengruppen mit einem
Base Excess < -6,0 mmol/l und = -6,0 mmol/I.
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3.2.5.  SUPPLEMENTIERUNG MIT CALCIUM UND PHOSPHAT

Die Menge der Supplementierung mit Calcium und Phosphat war in der Studiengruppe
mit Azidose hoher. Kinder mit metabolischer Azidose erhielten durchschnittlich 124
mg/kg/d Calcium und 93 mg/kg/d Phosphat, die Friihgeborenen ohne Azidose 79
mg/kg/d Calcium und 59 mg/kg/d Phosphat (p = 0,02).

BE > - 6,0 [mmol/I]

Be < 6.0 Immel/l m

0 20 40 60 80 100 120 140

[mg/kg/d]

Phosphatapplikation per os [mg/kg/d]

M Calciumapplikation per os [mg/kg/d]

Abbildung 10: Studienlbergreifender Vergleich der Supplementierung von Calcium und
Phosphat in mg/kg/d bei den Subgruppen mit und ohne metabolische Azidose
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3.2.6. KOMEDIKATION

Diuretika wurden in beiden Studien nicht appliziert.

Um den jeweiligen Einfluss von Fortifiertyp, Coffeinmedikation und Geburtsgewicht als
Risikofaktor fiir die Entstehung metabolischer Azidosen zu untersuchen, wurden Odds

Ratio (OR) und Konfidenzintervall (Cl) mittels logistischer Regression ermittelt.

Im Vergleich zum Standardfortifier betragt das Assoziationsverhéltnis OR (95% ClI) zur

metabolischen Azidose unter Erndhrung mit dem modifizierten Fortifier 2,6 (0,5;13,6).

Rechnerisch ist das Geburtsgewicht ein eigenstandiger Risikofaktor fiir das Auftreten

metabolischer Azidosen (OR 0,997 (0,994;0,999)).

wo00g <6> 15005 [ NI

0 5 10 15 20 25

BE<-6,0[mmol/l] mBE>-6,0 mmol/l]

Abbildung 11: Studienlbergreifender Vergleich des Auftretens metabolischer Azidosen in
Abhdngigkeit vom Geburtsgewicht
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Tabelle 3: Charakteristika der Studienpopulationen der Vorldauferstudie von Korinekova et al. (22) und der vorliegenden Studie

Studie Korinekova et al. (22) Vorliegende Studie
Standardfortifier ~ Neuer Fortifier p- Standardfortifier = Modifizierter p-
(SF) (NF) Wert (SF) Fortifier (RF) Wert
Anzahl der Studienteilnehmer 7 8 15 19
(<1000 g / 1000 — 1500 g / > 1500 g) (4/1/2) (4/2/2) (5/4/6) (7/5/7)
Gestationsalter [Wochen] 29,3(28,1;31,00 27,8(26,1,30,0) 0,44  31,1(27,4;32,7)  30,1(25,7:32,4) 0,54
Geburtsgewicht 1000 (850;1590) 1040 (860;1370) 0,87 1380 (900,1670) 1280 (800,1650) 0,74
SGA/ AGA 0/7 2/6 0,47 2/13 2/17 1
Alter bei Studienbeginn [d] 12 (10;13) 14 (7:21) 0,98 14 (10;21) 13 (9;16) 0,48
Anzahl der Kinder mit BE < - 6,0 mmol/l 1 7 3 6
(<1000 g / 1000 — 1500 g / > 1500 g) (1/0/0) (3/2/2) (3/0/0) (4/2/0)
BE < -6 mmol/I (ja / nein) 1/6 7/1 0,01 3/12 6/13 0,70
BE [mmol/l] -0,5 (-2,1;0,6) -7,0 (-9,1;-6,5) 0,05  -1,0(-2.3;0,3) -1,8 (-6,4;0,9) 0,53
pH-Wert 7,35(7,34;7,36)  7,25(7,23;7,30) 0,01 7,35(7,28;7,38)  7,32(7,29;7,35) 0,50
Mittlere Gewichtszunahme [g/kg/d] 19,1(10,9;22,0) 9,7 (3,9;16,2) 0,10 18,2 (13,9;22,0) 17,3(11,9;21,7) 0,47




Tabelle 4: Vergleich der Friihgeborenen mit und ohne Abweichung des Base Excess (BE < -6,0 mmol/I)

Vorliegende Studie (SF, RF)

Studieniibergreifende Analyse (SF, NF, RF)

BE < -6 BE > -6 p-Wert BE<-6 BE > -6 p-Wert
Anzahl der Studienteilnehmer 9 25 17 32
BE [mmol/l] -7,1(-7,6;-6,4) -0,1(-1,8;0,9) -7,1(-9,0;-6,6) 0,1(-1,8;0,9)
pH-Wert 7,27 (7,21;7,29) 7,35(7,32;7,37) 7,26 (7,21;7,29) 7,35(7,33;7,37)
pCO, [mmHg] 41 (39;51) 45 (43;54) 0,34 41 (39;47) 45 (43,52) 0,07
HCO3 [mmol/I] 19,0 ( 18,4;20,3) 24,8 (23,3;27,2) <0,001 18,8(18,2;19,6) 25,9 (23,3;26,8) <0,001
Natrium [mmol/I] 137 (134;138) 137 (135;138) 0,88 137 (134;138) 137 (135;137) 0,76
Kalium [mmol/l] 4,5 (4,2;5,1) 4,8 (4,5;5,0) 0,48 4,5 (4,0;5,1) 4,8 (4,5;5,0) 0,41
Chlorid [mmol/l] 102 (92;105) 99 (97;100) 0,005 102 (102;108) 99 (97;101) <0,001
Gewichtszunahme [g/kg/d] 9,0 (4,0;17,0) 21,4 (18,5;22,0) 0,002 9,0 (4,0;13,6) 20,7 (16,6;22,9) <0,001
Anzahl der Studienteilnehmer 9 12 17 17
mit GG <1500 g
Calciumapplikation per os 153 (111;284) 55 (45;84) 0,002 124 (106;251) 79 (61;130) 0,002
[mg/kg/d]
Phosphatapplikation per os 114 (83;213) 55 (45, 84) 0,002 93 (79;188) 59 (49;97) 0,002

[mg/ka/d]




3.3. STUDIENUBERGREIFENDER VERGLEICH DER ERSTEN UND
ZWEITEN METABOLISCHEN AZIDOSE (BE < -6,0 MMOL/L)

Bei zwolf Studienteilnehmern erfolgte nach Auftreten der ersten metabolischen Azidose
ein Wechsel des Fortifiers. Zehn der zwolf Kinder entwickelten eine zweite metabolische

Azidose.

Die Analyse dieser Kinder zeigt, dass die zweite Episode eines Base Excess unter -6,0
mmol/l bereits nach einem kiirzeren Zeitraum der Erndhrung mit Fortifiern
supplementierter Muttermilch eintrat. Das Zeitintervall bis zum Auftreten der zweiten

Azidose betrug im Mittel 3 (2;8) Tage.

1. Azidose

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Intervall der Fortifiergabe bis BE < -6,0 mmol/I [d]

Abbildung 12: Studienibergreifender Vergleich der Dauer der Fortifiergabe in Tagen bis zum
Auftreten der ersten und zweiten metabolischen Azidose
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Wahrend der zweiten Azidose war die Gewichtsentwicklung starker beeintrachtigt (3

g/ke/d).

1. Azidose

2. Azidose

2 3 4 5 6 7

o
[any

Gewichtszunahme [g/kg/d]

Abbildung 13: Studienlbergreifender Vergleich der Gewichtszunahme wahrend der ersten und
zweiten metabolischen Azidose

Der Tagesbedarf an Natriumhydrogencarbonat war mit 2 mmol/kg/d hoher.

1. Azidose

2. Azidose

o
o
wu
[uny
=
wu
N

2,5

NaHCO,-Therapie [mmol/kg/d]

Abbildung 14: Studienlbergreifender Vergleich der Natriumhydrogencarbonattherapie im
mmol/kg/d nach der ersten und zweiten metabolischen Azidose
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Die Kinder bendtigten ein langeres Zeitintervall zur Wiederherstellung eines

ausgeglichenen Sdure-Basen-Haushaltes.

1. Azidose

2. Azidose

0 5 10 15 20 25
NaHCO;-Therapie [d]

Abbildung 15: Studieniibergreifender Vergleich der Natriumhydrogencarbonattherapie in Tagen
nach der ersten und zweiten metabolischen Azidose
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Tabelle 5: Subgruppenanalyse von Friihgeborenen mit zwei Episoden von Abweichungen des Base Excess — Vergleich von klinischen Folgen
und Management (SF- Standardfortifier, NF- Neuer Fortifier, RF- Modifizierter Fortifier)

Studie Korinekova et al. (22)

Vorliegende Studie (SF/RF)

Studientibergreifende Analyse

(SF/NF) (SF/NF/RF) (n=10)
(n=6)

(n=4)
Episode mit BE < -6,0 1. 2. p 1. 2. p 1. 2. P
mmol/|
Intervall der Fortifiergabe 8 (5;11) 6(2;19) 1 7 (6;11) 3(2;4) 0,03 7(6;11) 3(2;8) 0,13
bis BE < -6,0 mmol/I [d]
Gewichtszunahme [g/kg/d] 3,9 11,5 0,38 12,9 2,7 0,09 6,4 4,1 (1,3; 0,43

(1,9;7,5) (6,4;12,6) (3,4;19,1) (0,7;4,4) (3,4;,17,0) 11,5)
NaHCO; Therapie [d] 0 (0;2) 14 (1;25) 0,13  8(5;9) 28(16;32) 0,06 5(0;8) 22 (13;22) 0,006
NaHCO; [mmol/kg/d] 0(0;1,9) 1,9 0,38 1,4 2(1,52,7) 0,16 1,4(0;1,6) 2,0 0,08
(1,1;2,6) (1,3;1,6) (1,4;2,7)




4. DISKUSSION

Nach der Einfihrung des neuen Fortifiers, der wegen seines Caseinhydrolysatanteils,
seiner Aminosdaurenkomposition und optimaler Resorption Vorteile bieten sollte,
stellten sich in der Studie Korinekova et al. eine gesteigerte Inzidenz metabolischer
Azidosen sowie Phasen einer unzureichenden Gewichtszunahme dar (22). Als Ursache
konnte ein unglnstiges Kationen-Anionen-Verhaltnis der Nahrung eruiert werden,
welches zu einer erhohten potentiellen renalen Saurelast (PRAL = mEq von Cl + PO, +
SO4 - Na - K- Mg - Ca) (20, 21) fihrt und ein Ungleichgewicht der endogenen Saure- und

Basenproduktion darstellt.

Die Modifizierung der Elektrolytkomposition des Fortifiers, vor allem die Anpassung von
Natriumcitrat, Kaliumcitrat und Natriumchlorid, verringerte die Rate der metabolischen
Azidosen. Dennoch zeigen auch unsere Studiendaten, dass metabolische Azidosen bei
einem beachtlichen Anteil (20 — 30%) der VLBW auftreten und mit geringeren
Wachstumsraten sowie verminderter Knochendichte im Vergleich zu Kindern ohne

Azidosen einhergehen.

4.1. PHYSIOLOGIE UND MODIFIKATION DES FORTIFIERS

Klinische Studien mit Formulanahrung zeigen, dass durch Reduktion der NAE, ein
praventiver Effekt auf die Entstehung metabolischer Azidosen erzielt wird. Die
Verminderung der NAE basiert auf einer Anderung der Elektrolytzusammensetzung der
Standardformulanahrung und zuséatzlichen Gaben von Natriumhydrogencarbonat, die in
der Folge durch Kompensation der nutritiven Saurelast die potentielle renale Saurelast
(PRAL) verringert und eine Steigerung des Urinary Alkali Excess (Na'urin + K urin = Cl urin)

bewirken (15, 26-30).

In  Anbetracht der niedrigen Kapazitdit der renalen Saureausscheidung von
Friihgeborenen wurde die Elektrolytkomposition des Fortifiers NF modifiziert. Vor allem
die Steigerung des Gehaltes an Alkalicitraten verminderte die potentielle renale

Sdurelast (PRAL), erhohte den geschatzten Urinary Alkali Excess des Fortifiers RF und
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senkte folglich die NAE. Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Inzidenz
metabolischer Azidosen zwischen dem modifizierten Fortifier RF und dem
Standardfortifier. Der erhohte Urinary Alkali Excess und die verminderte NAE bei
Supplementierung mit dem modifizierten Fortifier RF resultierten in einer verminderten

Rate metabolischer Azidosen gegeniiber seinem Vorganger Fortifier NF.

4.2. KOMPENSATIONSMECHANISMEN DES SAURE-BASEN-
HAUSHALTES

4.2.1. UNREIFE DES NEONATALEN METABOLISMUS

In der vorliegenden Studie und der studienibergreifenden Analyse stellte die
metabolische Azidose sowohl in der Haufigkeit als auch im Schweregrad hauptsachlich
ein Problem der ELBW dar. Die Azidose trat innerhalb eines klrzeren Zeitintervalls als
bei den Frihgeborenen mit einem Gewicht Gber 1000 g auf. Kinder mit einem
Geburtsgewicht von iber 1500 g waren von metabolischen Azidosen nicht betroffen.
Auf Grund ihrer kardiopulmonalen, renalen und metabolischen Unreife ist die
Kompensationsfahigkeit der Puffersysteme des Sdure-Basen-Haushaltes gegeniber
reifgeborenen Kindern vermindert. (16, 31). Gleichzeitig haben Friihgeborene einen
hohen Proteinbedarf von bis zu 3-4 g/kg/d, um intrauterine Wachstumsraten zu
erreichen. Die Proteinzufuhr erhéht die potentielle renale Saurelast (PRAL), welche in

Folge die Kapazitdt der Kompensationsmechanismen tberschreiten kann.

Die Knochenentwicklung des wachsenden Neugeborenen bedingt durch die ossire H*-
Freisetzung eine im Vergleich zu Erwachsenen um 50-100%/kg erhohte Saurelast. Zur
Ausscheidung der hohen Sauremenge aus Proteinstoffwechsel und
Knochenmetabolismus ist daher die gastrointestinale Alkaliresorption sowie die
Regeneration von HCO; und die Elimination von TA und NH4" von entscheidender

Bedeutung fiir die Homoostase des Sdure-Basen-Haushaltes des Kindes (32).

Neugeborene besitzen reifebedingt einen geringeren Schwellenwert fur die renale

Elimination von HCOs als Erwachsene, das bedeutet, dass bereits bei einer relativ
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geringen Serumkonzentration von HCO3 die renale Rickresorption von HCO3  inhibiert
wird. Des Weiteren besteht in der noch reifenden Niere eine verminderte HCO;-
Reabsorptionskapazitit. Diese wird auf die geringere Aktivitit der Na*/ H*- ATPase und
der H'- ATPase zuriickgefiihrt, welche in einer niedrigeren Regenerationsrate von HCO3
resultiert. AuBerdem ist der aktive transzelluldre Transport von HCO; {iber die Na‘/ 3
HCOs3 - Symporter im proximalen Tubulus gegentiber Erwachsenen etwas vermindert. Es
besteht demnach im Vergleich zum Erwachsenen ein relativer Verlust an HCO3™ Uber die
Niere. Frihgeborene kdonnen auf Grund dessen einen Serumbicarbonatspiegel unter
14,5 mEq/| aufweisen, wahrend reife Kinder einen Serumbicarbonatspiegel von etwa 22

mEg/I erreichen (32).

Weiterhin ist die Produktion von NH," zur renalen Elimination von H* geringer als beim
Erwachsenen. Dies wird bedingt durch eine verminderte Aktivitat der renalen
Glutaminase sowie der Glutaminsynthetasen, sodass weniger Glutamin als Substrat fiir

die Bildung von NH," zur Verfiigung steht (33).

Auf Grund des mit dem Alter steigenden Reifegrades der Niere besteht bei E/VLBW
gegeniber Friihgeborenen mit einem Geburtsgewicht lGber 1500 g und gegeniber
Reifgeborenen eine verminderte Kapazitdt der renalen Sdureausscheidung (14-16).
Anders als bei Erwachsenen arbeitet die Niere von Friih- und Reifgeborenen daher nahe
an der maximalen NAE-Kapazitat und besitzt weniger Spielraum um eine exogene
Saurelast auszugleichen. Da die unreife Niere nur mit einem geringen Anstieg von TA
und NH," auf eine Sdureerhdhung im Blut reagieren kann, neigen insbesondere E/VLBW

zur Entwicklung metabolischer Azidosen (15, 32).

4.2.2. RESPIRATORISCHE KOMPENSATIONSMECHANISMEN DES
SAURE-BASEN-HAUSHALTES

In der aktuellen Studie konnte ein verringerter CO,-Partialdruck bei Friihgeborenen mit
einem Base Exzess < -6,0 mmol/l gegenlber den Studienkindern, bei denen keine

metabolische Azidose aufgetreten war, nachgewiesen werden. Die wahrscheinlichste
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Erklarung ist die respiratorische Kompensation metabolischer Azidosen Uiber eine

erhohte Atemarbeit (15).

Die hohe H*-Konzentration im Blut bewirkt kompensatorisch eine Hyperventilation
resultierend in einer sekunddren Hypokapnie (17). Die Abatmung des
Kohlensdureanhydrids CO, bewirkt eine Steigerung des Blut-pH-Wertes durch

Elimination von Protonen Uber die gleichzeitige Abatmung von H-0.
HCOs; + H" > CO, + H,0

Eine Verminderung des CO,-Partialdruckes im Blut bedingt jedoch eine Verringerung
der Konzentration der Pufferbase HCO3; im Blut. Die renale Retention von HCOj ist
deshalb von entscheidender Bedeutung fiir die Kompensation der metabolischen

Azidose.

4.2.3. RENALE KOMPENSATIONSMECHANISMEN DES SAURE-
BASEN-HAUSHALTES

Auf Grund einer chronisch verminderten renalen HCOjz-Retention besitzen
Frihgeborene eine altersbedingt niedrigere maximale Kapazitdat der renalen
Saureausscheidung. Demnach ist sowohl die renale Elimination von Sauren als auch die
Reabsorption von Basen beim unreifen Neonaten eingeschrankt. Daher ist die Fahigkeit,
eine erhohte Saurelast des Blutes zu kompensieren, vermindert und Friihgeborene

besonders anfallig fiir die Entwicklung metabolischer Azidosen.

Eine anhaltende Saurestimulation ermoglicht im Gegensatz zu einer akuten Saurelast
eine Anpassungsreaktion der Niere, die in einer Erhohung der renalen Saure-
ausscheidungskapazitat resultiert (14). Dem entsprechend ware eine kontrollierte

Steigerung der Fortifierdosis tiber einen langeren Zeitraum vorteilhaft.
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4.2.4. OSSARE KOMPENSATIONSMECHANISMEN DES SAURE-
BASEN-HAUSHALTES

Metabolische Azidosen (BE < -6,0 mmol/l) haben einen Einfluss auf die Knochen-
mineralisation. Die orale Supplementierung von Calcium und Phosphat wurde in
Abhangigkeit des Calcium-Kreatinin-Quotienten im Urin bestimmt (24). Analysen
zeigten, dass Kinder mit metabolischer Azidose als Zeichen eines Defizits alkalischer
Salze einen groReren Bedarf an Calcium und Phosphat hatten. Des Weiteren bestand
bei Kindern, die eine metabolische Azidose entwickelt hatten, eine reduzierte

Knochendichte am berechneten Geburtstermin (33).

Das ossdre Gewebe stellt ein grolRes Reservoir der Alkalisalze Calciumcarbonat und
Phosphat dar. Die azidotische Stoffwechsellage bedingt eine Demineralisation der
Knochen Uber eine Freisetzung von Calcium, Phosphat, Natrium, Kalium und
Hydrogencarbonat. Die gesteigerte renale Filtration und verminderte tubulare
Reabsorption von Calcium fiihrt zu einer Hypercalciurie. Phosphat bindet H* und wird
als sekundires Phosphat ebenfalls vermehrt renal eliminiert. Die Pufferung von H”
erfolgt zu Lasten des Knochenmineralgehaltes und resultiert in einem Defizit der
alkalischen Salze Phosphat und Calciumcarbonat (15, 17, 28, 33-37). Dieser

Zusammenhang ist bei dlteren Kindern und Erwachsenen bereits bekannt (38, 39).

4.2.5. ERSCHOPFUNG DER KOMPENSATIONSKAPAZITATEN DES
SAURE-BASEN-HAUSHALTES

Nach Auftreten einer metabolischen Azidose (BE < -6,0 mmol/l) wurde der Fortifier
abgesetzt und nach Normalisierung des Saure-Basen-Status (BE > -2,0 mmol/I) der
andere Fortifier gegeben. In der vorliegenden Studie entwickelten alle Kinder nach dem

Wechsel des Fortifiers eine zweite metabolische Azidose.
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Im Vergleich zur ersten Episode der Azidose trat die zweite nach einem erheblich
kiirzeren Zeitintervall der Erndhrung mit supplementierter Muttermilch auf. Der Einfluss
auf die Gewichtsentwicklung war starker. Die Behandlung mit
Natriumhydrogencarbonat war komplizierter und die Kinder bendétigten ein langeres

Intervall bis zur Normalisierung des Saure-Basen-Status.

Eine durch den chronischen renalen Hydrogencarbonatverlust der Frihgeborenen
bedingte metabolische Azidose resultierte moglicherweise durch kontinuierliche ossare
Demineralisation zur weiteren Bereitstellung von HCO;3; in einer Erschopfung des
korpereigenen Alkalireservoirs, insbesondere der Knochen. Der erhohte Bedarf an
Natriumhydrogencarbonat korrelierte mit dem bestehenden Defizit an alkalischen

Salzen.

Die korpereigenen Speicher an Pufferbasen waren nach der ersten Azidose trotz
Normalisierung des pH-Wertes erschopft. Die kurzzeitige therapeutische Pufferung der
Azidose bewirkte vermutlich keine Auffiillung der Alkalireserven der Knochen. Es
bestand eine hochgradige Instabilitdt des Saure-Basen-Haushaltes aufgrund der
begrenzten Kapazitat der physiologischen Kompensationsmechanismen. Die erneute
Zufuhr einer hohen alimentaren Saurelast resultierte daher in einer frihzeitigen

Entgleisung des Metabolismus.

Die Erschopfung des Alkalireservoirs der Knochen wurde bereits bei Erwachsenen
beobachtet. Nach Beendigung einer hohen Saurezufuhr, konnte nur ein Drittel des

ossdren Calciumverlustes nach 42 Tagen ausgeglichen werden (40).

4.2.6. GEWICHTSENTWICKLUNG IN ABHANGIGKEIT VOM
SAURE-BASEN-HAUSHALT

Eine Korrelation von Saure-Basen-Status und Gewichtsentwicklung bei Frihgeborenen

wurde in der vorliegenden Studie beobachtet.

Meines Wissens konnte mit der vorliegenden Studie zum ersten Mal der lineare

Zusammenhang von Gewichtszunahme und Base Excess bei VLBW gezeigt werden. Um
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eine tagliche Gewichtzunahme von 16,9 bis 20,5 g/kg Kérpergewicht pro Tag, wie sie in
utero stattfande, zu erreichen, sollte der Base Excess zwischen -2,0 und +2,0 mmol/I
liegen (Abbildung 8). Diese Beobachtung unterstreicht die Bedeutung eines

ausgeglichenen Saure-Basen-Haushaltes, um optimale Wachstumsraten zu erzielen.

In der Studie von Kalhoff et al., die die therapeutischen Mdglichkeiten bei
metabolischen Azidosen vergleicht, war die Natriumchloridgabe (2 mmol/kg/d) weniger
effektiv als die Supplementierung mit Natriumhydrogencarbonat (2 mmol/kg/d). Alle 27
Friihgeborenen der Studie Kalhoff et al. mit einem Geburtsgewicht unter 2000 g, die mit
Natriumhydrogencarbonat behandelt wurden, aber nur 15 der 26 Patienten mit
Natriumchloridtherapie zeigten einen Anstieg des pH-Wertes im Urin. Dieser war mit

einer relativ hohen Gewichtszunahme kombiniert (41).

In vielen weiteren Studien war die Gewichtszunahme bei Kindern mit metabolischer

Azidose reduziert (15, 26, 29, 32).

Die azidotische Stoffwechsellage beschleunigt die Proteolyse in der Muskulatur und
vermindert die Syntheserate von Strukturproteinen und Albumin. Der verminderte

Proteinkatabolismus bei einem Base Excess < -2 mmol/l hemmt das Wachstum (17).

Die bei metabolischer Azidose kompensatorisch erhohte Atemarbeit beeinflusst mit
hoher Wabhrscheinlichkeit die Nettoenergiebilanz und damit die Wachstumsrate

negativ.

Ein anderer Mechanismus, der die geringe Gewichtszunahme erklaren kdnnte, ist, dass
die metabolische Azidose zu einer geringen Aktivitdat von Lipase und Trypsin sowie zu
einer geringen Konzentration der Gallensduren im Duodenalsaft fiihrt. Dies
beeintrachtigt die intestinale Resorption von Nahrstoffen bei Friihgeboren. Bei Kindern
konnte ein Abfall der Energieaufnahme um 50% auf den beschriebenen Mechanismus

zurlickgefihrt werden (42).
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4.2.7. GEWICHTSENTWICKLUNG UND ZEITLICHES INTERVALL
BIS ZUM AUFTRETEN EINER METABOLISCHEN AZIDOSE

Die vorliegende Studie konnte eine umgekehrte Abhangigkeit zwischen der
Gewichtsentwicklung und dem Zeitintervall von Beginn der Erndahrung mit Fortifiern bis
zum Auftreten der Azidose feststellen. Je spater sich eine Azidose einstellte, desto

geringer war die Gewichtszunahme.

Kalhoff unterscheidet drei theoretische Stadien in der Entwicklung metabolischer

Azidosen.

Stadium 1: Entwicklung der maximalen Saurestimulation der Niere. Die

aktuelle NAE entspricht der renalen Saureeliminationskapazitat.

Stadium 2: Beginnende metabolische Azidose (incipient metabolic acidosis).
Die anhaltende maximale Saurestimulation der Nieren aktiviert
die kompensatorischen Puffersysteme des Saure-Basen-
Haushaltes. Der Saure-Basen-Status des Blutes ist noch
ausgeglichen, der Blut-pH-Wert und Base Excess etwas

vermindert, Urin-pH < 5,4.

Stadium 3: Die zunehmende Dekompensation der Homoostasemechanismen
des Saure-Basen-Haushaltes flhrt zur Entwicklung einer
manifesten metabolischen Retentionsazidose und messbaren

Veranderungen des Base Excess (14, 15, 26).

Es ist davon auszugehen, dass die Kinder mit einem langeren Zeitintervall bis zum
Auftreten der metabolischen Azidose eine hohere NAE-Kapazitdt und daher eine langer
anhaltende Kompensationsfahigkeit besallen. Wahrend der Zeit der erfolgreichen
Kompensation der erhohten Saurelast verloren die Kinder jedoch kontinuierlich
Alkalisalze ihrer korpereigenen Reserven, die fiir die Gewichtsentwicklung von
entscheidender Bedeutung sind. Gleichzeitig resultierten die gesteigerte metabolische

Aktivitat und die Hyperventilation als Kompensationsmechanismen der hohen Saurelast
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in einem vermehrten Energieverbrauch. In der Folge fiihrte dies zu einer Verringerung

der Gewichtszunahme.

Des Weiteren besteht die Maoglichkeit, dass in der vorliegenden Studie bereits
metabolische Azidosen unerkannt bestanden, da keine tadglichen Kontrollen des Saure-

Basen-Haushaltes durchgefiihrt wurden

4.2.8. THERAPIE DER METABOLISCHEN AZIDOSE

Zur Therapie metabolischer Azidosen bei Friihgeborenen und zur Verhinderung
nachfolgender Komplikationen ist die standardisierte Supplementierung von

Natriumhydrogencarbonat oder Alkalicitraten moglich.

Die Wiederherstellung des Saure-Basen-Gleichgewichtes durch Zufliihrung der exogenen
Puffer steigert die Konzentration an HCO3™ im Blut und korrigiert die Kompensations-
mechanismen des Sdure-Basen-Haushaltes. Die ossdre Freisetzung alkalischer Salze
wird eingestellt und die weitere Knochenentwicklung wird nicht beintrachtig. Des
Weiteren werden Hyperventilation und Proteolyse beendet. Folglich flhrt die Therapie
der metabolischen Azidose zu einer Verbesserung des allgemeinen

Gesundheitszustandes (17). Eine physiologische Gewichtsentwicklung wird ermdoglicht.

Die orale Zufuhr des alkalischen Puffers Natriumhydrogencarbonat erhéht jedoch den
pH-Wert des Magens. Es besteht eine Assoziation zwischen dem gastralen pH-Wert und
dem Auftreten nekrotisierender Enterokolitiden. Studien zeigen, dass die Gabe von HCI
durch Minderung des pH-Werts des Magens die Inzidenz nekrotisierender
Enterokolitiden reduziert (43). Histamin-2-Rezeptor-Blocker dagegen erhdhen den

gastralen pH-Wert und steigern die Rate nekrotisierender Enterokolitiden (44).

Im Gegensatz zu Natriumhydrogencarbonat hat die orale Applikation von Alkalicitraten
keinen Einfluss auf den Magen-pH-Wert, da die Oxidation zu HCO3™ und die Resorption
der Base erst renal erfolgt. Folglich sollte der Citratgehalt der Nahrung Friihgeborener

an die Bedurfnisse angepasst werden.
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5. SCHLUSSFOLGERUNG

Der energetische Gehalt von Muttermilch wird durch eine Anreicherung mit Fortifiern
an den nutritiven Bedarf der Friihgeborenen angepasst um intrauterine
Wachstumsraten zu erreichen. Die Verwendung von Fortifiern mit mit hoher renaler
Saurebelastung, kann jedoch zu metabolischen Azidosen mit reduziertem Wachstum

fahren.

Die Inzidenz von Episoden mit einem Base Excess unter -6,0 mmol/| bei Friihgeborenen
mit Fortifiersupplementierung betrug in dieser Studie 27% und war eng verbunden mit
einer verminderten Gewichtsentwicklung und einer reduzierten Knochendichte. Bei
reduzierter Gewichtszunahme von Friihgeborenen sollte daher ursachlich neben einer
unzureichenden Energiezufuhr auch eine Imbalance des Sdure-Basen-Haushaltes in

Betracht gezogen werden.

Um die Inzidenz metabolischer Azidosen auf neonatologischen Intensivstationen zu
minimieren ist eine friihzeitige Erkennung der Entgleisung des Saure-Basen-Haushaltes
notwendig, um resultierende verminderte Wachstumsraten zu verhindern.
RoutinemaRige pH-Wert-Bestimmungen des Urins als nichtinvasive Diagnostik sind eine

geeignete Methode (15).

Eine kontrollierte Steigerung der Fortifierdosis Uber einen ldangeren Zeitraum zur
Anpassung der renalen Saureeliminationskapazitdat an die Steigerung der Sadurelast

sollte in Betracht gezogen werden.

Die orale Supplementierung mit Natriumhydrogencarbonat oder Alkalicitraten kann zur
Therapie beginnender und manifester metabolischer Azidosen eingesetzt werden und
ermoglicht das Erreichen optimaler Gewichtszunahmen. Eine unkritische Gabe von
Natriumhydrogencarbonat sollte jedoch vermieden werden, da die Erhéhung des pH-
Wertes des Magens in verschiedenen Studien mit einer gesteigerten Inzidenz

nekrotisierender Enterokolitiden bei Frilhgeborenen assoziiert wird.

50



Die orale Applikation von Alkalicitraten lasst den pH-Wert des Magens unbeeinflusst
und sollte daher zur Optimierung der Nahrungszusammensetzung und zur

Verminderung der renalen Saurelast verwendet werden.

Zur weiteren Optimierung der Friihgeborenennahrung ist die Durchfihrung weiterer
Studien sinnvoll. Neue Fortifier und ihr Einfluss auf den Sdure-Basen-Haushalt sollten in

klinischen Studien untersucht werden.

51



6. ZUSAMMENFASSUNG

Nach Einfihrung eines neuen, kommerziell erhdltlichen Fortifiers auf der
neonatologischen Intensivstation der Universitatsklinik Greifswald wurde ein gehauftes
Auftreten metabolischer Azidosen beobachtet. Ein unausgeglichenes Anionen-Kationen-
Verhaltnis des neuen Fortifiers wurde in der Vorlauferstudie von Korinekova et al. (22)
als Ursache der hohen Rate metabolischen Azidosen diskutiert und die Komposition des

Fortifiers modifiziert.

Ziel der vorliegenden Dissertation war die Inzidenz metabolischer Azidosen, die
Gewichtsentwicklung und die Knochendichte von Friihgeborenen unter der Ernahrung
mit dem modifizierten Fortifier im Vergleich zum Standardfortifier in einer

doppelblinden, randomisierten Studie zu untersuchen.

Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen der Inzidenz der metabolischen Azidose
beider Studiengruppen vor. Dennoch zeigten die Studiendaten, dass metabolische
Azidosen bei bei 27% der VLBW, die mit supplementierter Muttermilch erndahrt wurden,

auftraten.

Die studienubergreifende Analyse der Daten aus der Vorlauferstudie von Korinekova et
al. (22) und der vorliegenden Studie zeigten eine deutlich negative Beeinflussung von
Gewichtsentwicklung und Knochenmineralgehalt durch die Saure-Basen-Imbalance.
Wachstumsrate und Knochendichte waren bei den Frihgeboren mit metabolischer
Azidose im Vergleich zu den Frihgeborenen ohne Azidose signifikant vermindert. Eine
optimale Gewichtsentwicklung stellte sich bei ausgeglichenem Saure-Basen-Haushalt

ein.

Die bestehende hohe Rate metabolischer Azidosen unter Verwendung von
Muttermilchsupplementen in der Neonatologie erfordert eine weitere Optimierung der

Friihgeborenennahrung.
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Background & aims: Study objectives were to test (a) whether increased incidence of metabolic acidosis
(MA) was caused by introduction of a new commercially available fortifier for breast milk, (b) if so,
whether its modification would decrease the incidence of MA and (c) to analyze the impact of MA on
growth.
Methods: Double-blind randomized design. Healthy breast-fed infants (<34 gestational weeks). Primary
outcome measure was incidence of MA (BE < —6.0 mmol/L). Secondary outcome measures were growth,
bone mineral content (BMC), vital signs, treatment with sodium hydrogen carbonate and Ca and labo-
ratory parameters (pH, pCO;, HCO3", electrolytes).
Results: Part 1 (comparison of standard (SF) and new fortifier (NF)): Interim analysis showed MA in 1 out
of 7 (SF) and 7 out of 8 (NF) infants, p = 0.01; therefore the study was interrupted; subsequently the
fortifier was adapted by modifying mineral components.
Part 2 (comparison of SF and reformulated fortifier (RF)): MA occurred in 3 out of 15 (SF) and 6 out of 19
(RF), p=0.7.
When data of all infants studied, those with MA had lower mean weight gain (median: 9 vs. 21 g/kg/d,
p < 0.01) and lower BMC (1.6% vs. 1.9% BMC/lean, p = 0.04) at discharge.
Conclusions: When fed fortified breast milk, mild MA spontaneously may develop in 20—-30% of VLBW
infants. A fortifier with an inappropriate composition may increase the severity and frequency of MA.
Our data show that weight gain and BMC seem to be related to acid—base homeostasis. It may be
speculated that inadequate growth of fully fed preterm infants is triggered more often by imbalances of
acid—base status than previously expected.

© 2010 Elsevier Ltd and European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. All rights reserved.
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1. Introduction

Fortification of breast milk is common clinical practice to adapt
breast milk to the nutritional needs of very low birth weight

Abbreviations: MA, metabolic acidosis; NF, new fortifier; SF, standard fortifier;
RF, reformulated fortifier; BE, base excess; DXA, dual energy X-ray absorptiometry;
BMC, bone mineral content; IQR, interquartile range; OR, odds ratio; ALEX, alkali
excess; PRAL, potential renal acid load; SGA, small for gestational age; AGA,
appropriate for gestational age.

* Corresponding author. Neonatal Intensive Care, Department of Pediatrics,
McMaster University, 1200 Main Street W, Hamilton, Ontario L8N 3Z5, Canada.
Tel.: +1 (905) 521 2100x75721; fax: +1 (905) 521 5007.

E-mail address: fusch@mcmaster.ca (C. Fusch).

infants.! > Commercially available fortifiers differ mainly in their
composition of proteins, carbohydrates, organic acid salts, calcium,
phosphorus, and electrolytes. The composition of all these ingre-
dients influences acid—base homeostasis via the endogenous net
production and accumulation of acid equivalents from metabolism.

The acid—base homeostasis is a balance resulting from production

and renal clearance of acid (e.g., break down of sulfur-containing

0261-5614/$ — see front matter © 2010 Elsevier Ltd and European Society for Clinical Nutrition and Metabolism. All rights reserved.
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amino acids) and base (e.g., bicarbonate from metabolism of
organic acid salts) equivalents.®

Premature infants have an age related low renal capacity for
maximum acid excretion and therefore are at risk for metabolic
acidosis due to excess of net acid load.”

Previous clinical studies in formula-fed premature infants have
demonstrated that the development of metabolic acidosis is pre-
vented by compensating the renal acid load primarily by increasing
alkali excess. This was accomplished by either altering the
composition of standard preterm formula and/or by the adminis-
tration of extra sodium hydrogen carbonate to the infants in daily
routine.” 13

The present study was initiated because an unexpected and
unusual high incidence of metabolic acidosis was observed under
routine clinical conditions after a new commercially available
fortifier for breast milk was introduced.

The objectives of the study were (a) to test whether the intro-
duction of a new fortifier caused metabolic acidosis (study part 1)
and (b) if so, whether its modification would improve metabolic
conditions (study part 2) and (c) to assess the impact of metabolic
acidosis on growth by comparing clinical and laboratory data of
infants with metabolic acidosis (base excess < —6 mmol/L) and
infants without metabolic acidosis (base excess > —6 mmol/L).

2. Methods
2.1. Study design

This randomized double-blind study was conducted at the
Neonatal Intensive Care Unit (Level Illa) at the University Children’s
Hospital of Greifswald.

The aim of the study part 1 was to verify whether the incidence
of metabolic acidosis was significantly different when comparing
infants on the new commercially available fortifier for breast milk
(NF) and on the standard fortifier (SF). If the incidence of MA is
significantly higher in those infants who were fed the new fortifier,
it would be recommended to have this fortifier reformulated before
continuing its use.

In study part 2 the incidence of metabolic acidosis in infants on
the standard fortifier (SF) vs. infants on the reformulated fortifier
(RF) was compared.

The composition of all fortifiers used in this study is given in
Table 1.

This study was approved by the ethics committee of the
University of Greifswald. Informed written parental consent was
obtained prior to inclusion of infants in the study. The study was
registered under ClinicalTrials.gov identifier NCT00196482.

Table 1

2.2. Study population

All healthy preterm infants (<34 gestational weeks) who were
fed with breast milk were eligible for the study. Formula-fed infants
and those suffering from gastrointestinal diseases (e.g., necrotizing
enterocolitis, colostomy), chromosomal diseases, metabolic disor-
ders or sepsis, were excluded. Randomization of study participants
was stratified to three birth weight categories (<1000 g/
10001500 g/=>1500 g).

Gestational age was obtained by using menstrual cycle infor-
mation or early ultrasound data. Size for gestational age was
qualified using national standard curves.'* Small for gestational age
(SGA) was defined as birth weight below the 10th percentile.

To validate our results in study part 1 for the incidence of
metabolic acidosis, we abstracted data from the clinical patient
documentation of infants who had been fed with breast milk
supplemented with the standard fortifier during preceding two
years period (historical control) and matched them individually
for sex, gestational age (+1 week) and birth weight (+100 g).

2.3. Treatment protocol and measurements

The general care of the infants and their nutritional manage-
ment was conducted according to standard protocols of the unit.
After randomization, the infants enrolled in part 1 received SF or
NF, infants enrolled in part 2 received SF or RF. During the first two
study days the infants received 50% of the recommended dose
(level 1) of the fortifier, followed by the full recommended dose
from day 3 onwards (level 2). The fortifiers were added to thawed
breast milk by trained staff working in the milk bank.

In the case of base deficiency (defined as base excess (BE) <
—6.0 mmol/L), the fortifier was stopped and the infant was treated
with sodium hydrogen carbonate and/or electrolytes as needed.
After normalization of the acid—base status (BE > —2.0 mmol/L) for
48 h, the other choice of fortifier was introduced.

Fully enterally fed preterm infants with a birth weight <1500 g
received enteral calcium glycerophosphate adjusted by urinary
calcium/creatinine x 8.8 ratio. The dosage was increased in steps of
0.25 mmol calcium glycerophosphate if the ratio was <20 and the
dosage was decreased by 0.25 mmol calcium glycerophosphate if the
ratio was >35."° If indicated, apnea of prematurity it was treated
with enteral caffeine citrate in a standard dose of 5-10 mg/kg/d.

Measurements of the acid—base status in complete blood
samples and of plasma concentrations of electrolytes (sodium,
potassium, chloride) were performed on study days 0, 2,5, 7,10, 14.
Concentrations of creatinine, hilirubin and liver enzymes in serum,
amino acids in plasma and in spot urine were measured on study

Energy, nutrient content, electrolytes, alkali excess (ALEX [mEq] = 0.041 x Na[mg] — 0.021 x K|mg] + 0.027 x Cl[mg]) and potential renal acid load (PRAL [mEq] = 0.027 = Cl
[mg] + 0.037 x PO4mg| + 0.489 x Protein[g] — 0.041 < Na|mg| —0.021 x K|mg| — 0.026 = Mg[mg] — 0.013 = Ca|mg|)'"® provided by the study fortifiers on recommended dose

per 100 ml breast milk.

Standard fortifier (SF)

New fortifier (NF) Reformulated fortifier (RF)

Energy [ kcal] 18.0
Protein [g] 10
Carbohydrate [g] 34
Fat [g] 0.02
Na [mg] 200
K [mg] 420
Mg [mg] 10
Ca [mg| 75.0
Cl [mg] 17.0
PO, [mg] 450
Citrat [mg] 457
ALEX gy rifier [MEQ] 124
PRALgortiier [MEq] -0.1
Osmolarity [mOsmol/L| (breast milk + fortifier) 387

15.0 15.0
08 0.8
3.0 3.0
0 0
99 200
77 40.1
6.0 6.0

649 65.1
7.0 15.1

449 45.1

287 59.0
0.61 1.25
1.1 -0.2

355 380
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Study Part 1

Analysis 1a

Standard Fortifier New Fortifier
n=7) (n=8)

Co-Medication: (n=15) (n=19)
Caffeine

Study Part 2

Analysis 1b

Standard Fortifier Reformulated Fortifier

BE<-6 BEZ-6 BE<-6 BE>-6
(n=1)  (n=6) (n=7)  (n=1)

Analysis 3 n=3) (n=12) n=6)  (n=13)

BE<-6 BE=>-6 BE<-6 BE=-6

Fig. 1. Flow diagram of data analysis: 1a and 1b univariate analysis of dinical and laboratory data for study fortifiers, 2 multivariate analysis of birth weight, fortifier, caffeine and
base excess (BE), 3 bivariate analysis of clinical and laboratory data grouped by base excess.

day 0 and 14 or at the end of supplementation. All blood was
sampled by capillary from the heel.

Acid—base status and electrolytes were analyzed with the ABL
735 Radiometer, and the liver enzymes and bilirubin with the
Dade-Behring Dimension AR. Amino acids levels in plasma and in
urine were analyzed with amino acid analyzer (Alpha Plus; Phar-
macia-Upjohn).

Weight [g] was documented daily and weight gain [g/kg body
weight per day| was calculated during the study period. Infants
below 1500 g birth weight had their bone mineral content, lean
mass, and fat mass measured routinely at hospital discharge using
dual energy X-ray absorptiometry (DXA). Since nutritional status
(amount of fat mass) could distort the analysis when expressed per
kg body weight, the bone mineral content was related to lean mass.
Whole-body scans were performed with the Hologic QDR 1500
(Waltham, MA, USA) in a single-beam mode.'®

2.4. Statistical analysis

The primary outcome parameter for this study was the inci-
dence of metabolic acidosis (defined as BE < —6 mmol/L) during the
first 14 days after full fortification was achieved (observation
period).

Sample size calculation (Type | error of 0.05, Power of 0.8, mean
difference for BE[mmol/L] of 4, a standard deviation of 3.75 [mmol/
L]) revealed 15 patients for each treatment arm.

In study part 1, an interim study analysis was performed by
a group of non-study team members after inclusion of the first 15
patients for safety reasons. It was defined a priority that the study
would be stopped if the incidence of metabolic acidosis reached
60% in either group.

Values were expressed as median and interquartile range
(IQR) (25th percentile; 75th percentile). Mann—Whitney-U-Test,
Fisher's exact test, Spearman’s correlation and linear and logistic
regression analysis were done using SAS (V 9.1, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). The level of significance was set at p < 0.05.
Three group comparisons of non-normally distributed variables
were analyzed with Kruskal-Wallis test. Pairwise comparisons
of significant results of Kruskal-Wallis test were performed
using the Mann—Whitney-U-Test. In this case a Bonferroni
adjustment of significance level was required (0.05/3 = 0.017).
P-values of paired group comparisons were calculated with the
signed rank test.

3. Results

The following data analysis is divided into three parts (Fig. 1).

3.1. Analysis 1a

Between July 2003 and February 2004, 30 infants were planned
to be included in part 1 of the study in order to compare the two
fortifiers (SF and NF).

The interim analysis after n = 15 infants showed an asymmet-
rical distribution of metabolic acidosis between the two groups. We
found a high incidence of metabolic acidosis in the NF group (7 out
of 8 infants) when compared to the SF group (1 out of 7) (p = 0.01)
which lead to premature termination of part 1 of the study. Base
deficiency, range of base excess, pH and HCO; indicate a major
disturbance of the acid—base homeostasis in the NF group (Table 2).

The incidence of metabolic acidosis in a historic sample group
was 2 out of 15. This is comparable with the incidence that was
observed in the standard fortifier group (1 out of 7).

Furthermore, the analysis of the fortifier's composition and the
related oral uptake revealed a significantly higher potential renal
acid load and lower alkali excess in NF in comparison to SF
(p = 0.001) (Tables 1 and 2).

Consequently, a reformulated fortifier (RF) based on NF was
developed by adjusting the content of sodium, potassium, chloride
and citrate (Table 1).

3.2. Analysis 1b

Between July 2005 and February 2006, 34 infants completed
part 2 of the study, which compared the fortifiers SF and RF
(Table 2). The incidence of metabolic acidosis was not significantly
different between groups (p = 0.7).

3.3. Analysis 2

Concerning concomitant medication, eight infants in study part 1
were treated with caffeine for apnea of prematurity (median (IQR):
5.2(4.5; 6.3) mgfkg/d). Six out of eight infants with caffeine had
a metabolic acidosis (p = 0.13). In study part 2, 12 infants received
caffeine with a median of dose 9.2(5.9; 11.3) mg/kg/d. Five out of
twelve infants with caffeine developed a metabolic acidosis
(p = 0.22). To investigate the respective influence of fortifier type,
caffeine, gestational age and birth weight for risk of acidosis adjusted
odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (Cl) were estimated
using multivariate logistic regression. Compared to standard forti-
fier, ORs (95% Cls) for metabolic acidosis under the new fortifier and
reformulated fortifier were 54.1 (3.2—925.5) and 2.5 (0.5-13.3)
retrospectively. In the model, birth weight [ g] barely missed the level
of significance OR: 0.997 (0.993—1.001). Gestational age [week| (OR
0.9 (0.5—1.6)) and caffeine (OR 0.5 (0.1-5.1)) had no independent
effect. During both parts of the study, no infant was on diuretics.
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Table 2

Main characteristics of the study population (SGA — small for gestational age, AGA — appropriate for gestational age, BE — base excess, ALEX — alkali excess, PRAL — potential

renal acid load), ALEXgorrifier and PRALggeriner calculated for the supplemented fortifiers.

Study part 1 Study part 2

Standard New p-values Standard Reformulated p-Values

fortifier (SF) fortifier (NF) fortifier (SF) fortifier (RF)
Number of infants (<1000 g/1000—1500 g/>1500 g) 7 (4/1/2) 3 (4/2]2) 15 (5/4/6) 19 (7/5/7)
Gestational age [week]? 293 (28.1; 31.0) 27.8(26.1;300) 044 31.1(27.4; 32.7) 30.1 (25.7; 32.4) 0.54
Birth weight [g]* 1000 (850; 1590) 1040 (860; 1370) 0.87 1380 (900; 1670) 1280 (800; 1650) 0.74
SGAJAGA? 0/7 2/6 047 2/13 2/17 1
Age at study [days]* 12 (10; 13) 14(7; 21) 0.98 14 (10; 21) 13 (9; 16) 0.48
Feeding volumes [mL/kg]? 174 (153; 177) 172 (166; 189) 046 170 (163; 175) 174 (167; 184) 0.41
ALEX o rifier [MEQ/kg 2 2.16(19; 2.2) 0.65(063:071) 0001 2,11 (2.02; 2.18) 2.18 (2.09; 2.31) 0.271
PRALforfier [mEq/kg]* -0.16(-0.16; -0.14) 1.16(1.12;127) 0.001 —0.15(-0.16; —-0.15) -034(-0.36; -033) <0.001
BE [mmol/LJ? —05(-2.1; 06) —7.0(-9.1; -65) 005 ~10(-23;03) 1.8 (—64; 0.9) 0.53
BE < —6.0 mmol/L [yes/no]® 1/6 mn 0.01 3/12 6/13 0.70
Number of infants with BE < —6.0 mmol/L 1 (1/0/0) 7 (3/2/2) 3(3/0/0) 6(4/2/0)

(<1000 g/1000—1500 g/>1500 g)

pH? 7.35(734; 7.36) 7.25(7.23;730) 001 7.35 (7.28; 7.38) 7.32(729; 7.35) 0.50
pCO; [mmHg]* 47 (43; 49) 42 (39; 46) 0.19 45 (42; 55) 43 (40; 51) 0.42
HCO5™ [mmol/L]? 246 (22.9; 26.2) 18.6(17.9;195) 009 247 (22.6; 26.1) 233 (19.0; 26.1) 0.36
Na' [mmol/L]* 135 (132; 137) 136 (134; 137) 0.93 136 (135; 137) 137 (136; 139) 0.10
K* [mmol/L]* 45(44; 49) 48 (4.0;5.1) 098 48 (4.2; 49) 47 (45: 5.1) 0.43
Cl- [mmol/L]* 102 (96; 109) 104 (99; 109) 0.85 97 (95; 100) 101 (99; 102) 0.003
Mean weight gain [g/kg/d]* 19.1 (10.9; 22.0) 9.7 (3.9; 16.2) 0.10 18.2 (13.9; 22.0) 173 (11.9; 21.7) 0.47

2 Mann—Whitney-U-Test.
® Fisher's exact test.

3.4. Analysis 3

In order to analyze the metabolic disturbance in more detail the
infants were grouped across randomization groups according to the
occurrence of metabolic acidosis (BE < —6 mmol/L). In the
following section, patients are distinguished for pathophysiological
consideration between the groups with and without metabolic
acidosis. Median pCO; value was marginally lower in the groups
with acidosis (p = 0.07) and chloride concentration was signifi-
cantly higher (p = 0.002) (Table 3). Liver enzymes, bilirubin,
creatinine in serum, amino acid profiles in plasma and urine were
normal with no significant differences between groups (data not
shown). Infants with metabolic acidosis showed poorer mean
weight gain (p < 0.001).

The data obtained during this study revealed that both mean
weight gain and base excess as well as mean weight gain and pH are
highly positively correlated (p < 0.001 and p = 0.003 respectively)

Table 3

(Figs. 2 and 3). The data also showed that optimal weight gain of
approximately 17 g/kg/d is achieved when BE is between —2 and
+2 mmol/L (Fig. 2). Furthermore, in a multivariate linear model the
predictor for base excess and pH were analyzed (R* = 0.31,
p < 0.001: mean weight gain [gkg/d] = 0.74 (0.16; 1.32) x base
excess +13.34 (—24.1; 50.8) x pH —=79.24 (-354.4; 195.9)). In this
model the residuals were normally distributed. The parameter
estimate for base excess was significant (p = 0.01) whereas the p-
value for pH did not reach (Fig. 3) the level of significance
(p = 0.48).

Bone mineral content per lean mass was significantly lower
(n = 28; p = 0.04) in the group with acidosis than in the group
without acidosis (Fig. 4).

In infants with metabolic acidosis the additional dietary
supplementation with calcium and phosphate was higher by
a factor up to 2.0 compared to infants without acidosis (p = 0.002)
in order to achieve a normal urinary calcium/creatinine ratio.

comparison of infants with and without acidosis (BE — base excess, NF — new fortifier, SF — standard fortifier, RF — reformulated fortifier, ALEX — alkali excess, PRAL — potential

renal acid load), ALEXgortifier and PRALgrrinier calculated for the supplemented fortifiers.

Fortifier Acidosis (BE < —6) Acidosis (BE < —6) Without acidosis (BE > —6) p-Value
NF SF+ RF NF + SF + RF

Number of infants 7 4+ 6=10 14+18 +13=32

Feeding volumes [mL/kg]® 174 (165; 189) 178 (161; 187) 172 (164; 177) 0.56

ALEXfortifier [MEq/kg]” 0.66 (0.63; 0.71) 223 (2.02; 2.33) 2.15(2.03; 2.19) 0.001

PRALgrgier [MEq/kg]P 117 (1.11; 1.27) ~0.33(-0.36; —0.15) —0.16 (-0.33; —0.15) 0.001

BE [mmol/LJ? —7.1(-9.1; —6.8) —7.15(-8.1; —6.4) 0.05 (-1.75; 0.85)

pH? 724(722;729) 727 (721;729) 7.35(7.33; 7.37)

pCO, [mmHg]* 412(36.9; 45.3) 427 (39.4; 51.0) 449 (42.8; 51.9)

HCOs [mmol/LJ? 183 (17.6; 19.3) 19,0 (18.3; 203) 249 (23.3; 26.8)

Na* [mmol/L]® 136 (133; 138) 137 (134; 139) 136.5 (135; 137) 043

K+ [mmol/L|”® 4.8 (3.9;5.2) 45 (4.2; 5.1) 475 (4.45; 5.0) 0.70

ClI~ [mmol/L]® 105 (100; 110) 102 (102; 108) 99 (96.5; 101) 0.002

Mean weight gain [g/kg/d]? 85 (3.9: 12.0) 10,0 (4.0: 17.0) 207 (16.6; 22.0) <0001

Number of infants 7 10 17

Additional enteral supplementation

Calcium [mg/kg/d]" 120 (86; 155) 202 (111; 325) 79 (61; 130) 0.005

Phosphate [mg/kg/d]” 90 (64; 116) 151 (83; 244) 59 (46; 97) 0.005

2 No p-values because of definition of acidosis group (BE < —6 mmol/L) and non-acidosis group (BE > —6 mmol/L).

® Kruskal—Wallis-Test.
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Fig. 2. Relationship between base excess (BE) and mean weight gain: squares — data
from infants (n = 49) at the observation period, line — linear regression with R* =030,
p<0.001, mean weight gain [g/kg/d] = 0.89 (0.49; 1.29) x base excess + 18.69 (16.53;
20.85) (95% ClIs), Spearman correlation coefficient r = 0.50, p < 0.001, stars — data from
infants (n = 10) at the 2nd episode of base excess <—6 mmol/L.

Twelve of the 17 infants who developed metabolic acidosis in
either part 1 or 2 of the study were switched to the respective other
fortifier after the first episode of metabolic acidosis. Ten out of these
twelve infants developed a second episode of metabolic acidosis.

In this subgroup of 10 infants it was analyzed whether a second
episode of acidosis leads to a more profound disturbance of acid—
base homeostasis compared to the first episode (Table 4).

The time interval (median and IQR) between the first and
second episode was 13 (10; 15) days. The analysis of these infants
showed that the second metabolic acidosis appeared after a shorter
period of feeding with a fortifier supplemented breast milk. The
influence on mean weight gain was more pronounced, the treat-
ment with sodium hydrogen carbonate required higher doses and
the infants needed more time to recover to a normal acid—base
status.

5

Now W
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.

mean weight gain [g/kg/d]
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Fig. 3. Relationship between pH and mean weight gain: squares — data from infants
(n = 49) at the observation period, line — linear regression with R* =021, p < 0001:
mean weight gain [g(kg/d)] = 47.93 (20.8; 75.1) x pH —334 (-532; —136), Spearman
correlation coefficient r = 0.42, p = 0.003, stars — data from infants (n = 10) at the 2nd
episode of base excess <—6 mmol/L.
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Fig. 4. Relation between base excess (BE) and bone mineral content: squares — percent
bone mineral content (BMC) per lean mass is shown to correct for the influence of
varying fat mass from the group with BE < —6 and >—6 mmol/L.

4. Discussion

The present study has shown that the increased incidence of
metabolic acidosis was most likely caused by the introduction
of the new commercially available fortifier. Subsequent adaptation
of its sodium citrate, potassium citrate and sodium chloride content
decreased this incidence of metabolic acidosis. However, our data
also indicates, that metabolic acidosis still occurs in a remarkable
proportion (20—30%) of VLBW infants and is paralleled by lower
weight gain and bone mass when compared to infants without
acidosis.

After inclusion of 15 infants, part 1 of the study was terminated
due to the unexpectedly high incidence of acidosis in the new
fortifier group in comparison to the standard fortifier group. To
evaluate the observed low incidence of metabolic acidosis of the
standard fortifier group, a validation analysis of historic sample
groups was completed. This historic sample group compares
favorably with the actual incidence of MA (1 out of 7) observed in
the standard fortifier group.

Furthermore, the higher incidence of acidosis was not related to
caffeine as shown by a logistic regression model adjusted for
gestational age, birth weight and fortifier type. The incidence of
acidosis may be associated with the new fortifier's composition
which leads to a higher potential renal acid load (mEq of Cl + PO4 +
$04—Na—K—Mg—Ca)""® indicating an imbalanced equilibrium of
endogenous acid and base production. Considering the low renal
capacity for net acid excretion of preterm infants, the new fortifier
was mainly reformulated by increasing sodium citrate, potassium
citrate (organic acid salts which release endogenous base compo-
nents) and sodium chloride content.

Across all fortifier groups, metabolic acidosis was more
pronounced in infants with a birth weight below 1000 g. Due to
their cardiopulmonary, renal and metabolic immaturity, the
compensation capacity for buffering systems to maintain acid—
base homeostasis is lower than it would be in more mature
infants.”!® At the same time, these infants have a high need for
protein intake (up to 3—4 g/kg/d) to achieve intrauterine growth
rates, which is normally well tolerated. Under catabolic metabolism
or in case of inappropriate fortifier's composition a higher renal
acid load occurs. Subsequently, the higher acid load may exceed the
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Table 4

Subgroup analysis of infants with two episodes of base excess (BE) <—6.0 mmol/L — comparison of clinical outcomes and management.

Episode of Study part 1 (n = 4)

Study part 2 (n = 6)

Analysis of all infants (n = 10)

BE < —6.0 mmol/L

1st 2nd p-values 1st

2nd p-values 1st 2nd p-
Values

Feeding volumes
[mL/kg]*

Fortifier (NF/RF/SF)

Time interval of
fortification until
BE < —6.0 mmol/L [d]*

168 (150; 174) 172 (165; 173) 0388

3/0/1
8(5; 11)

103
6(2; 19) 1

0/4/2

179 (170; 186)

7(6; 11)

175 (170; 179) 1 174 (165; 183) 173 (170: 178) 092
0/2/4

3(2;4) 0.03

3/4/3
7(6; 11)

1/2/7
3(2;8) 0.13

BE [mmol/LJ* —81(-9.1; -7.0) —79(-8.6; -67) 025 -7.4(-81;-63) —7.7(-7.8;-73) 1 _7.4(-90; —6.8) —7.7(—80; —73) 052
pH? 7.24(722;7.27) 728(7.26;729) 025 7.27(7.21;7.28) 7.27(726;7.28) 038 7.25(7.21;7.28) 7.28 (726;7.28 0043
HCO5™ [mmol [L]? 179(17.2;185) 184(17.7;19.1) 038 19.3(183;20.3) 183(18.0;188) 044 186(17.6;196) 184 (180;188) 077
CI" [mmol/L]* 112(108;115) 105 (104; 108) 0.3 104(102; 108) 105 (104; 107) 0.75 107 (102; 112)  105(104; 107) 032
Mean weight gain 3.9(1.9; 75) 115 (6.4; 126) 038 129(3.4;19.1) 2.7(07;44) 0.09 64(34:170)  41(1.3;115) 043
[g/kg/d]*
NaHCO; treatment [d]* 0 (0; 2) 14 (1; 25) 013 8(5:9) 28 (16; 32) 0.06 5(0;8) 22 (13; 22) 0.006
Mean NaHCO: 0(0; 1.9) 19(1.1; 2.6) 038 14(13;16) 2(15;2.7) 0.16 14(0;1.6) 20(1.4;27) 0.08

[mmol/kg/d]*

? Signed rank test.

maximum capacity of compensating mechanisms leading to
metabolic acidosis.

In preterm infants, a high renal acid load causing metabolic
acidosis may result in a chronic wasting of the renal hydrogen
carbonate and bone mineral alkali release.”1%192% The hone alkali
release may be explained as a compensatory mechanism induced
by metabolic acidosis that results in loss of bone minerals.??1-%
Such a relationship has already been established in older infants
and adults?* 26

Ourdatashow that episodes of metabolic acidosis (BE < —6 mmol/
L) during the period of stable growth may reduce bone mineralization
status near term, which might explain the observed higher need for
calcium and phosphate intake. In this study the enteral supplemen-
tation of calcium and phosphate was adjusted according to the
measured urinary calcium/creatinine ratio.!* Analysis showed that
infants with metaholic acidosis had a higher need of calcium and
phosphate indicating a calcium deficit caused by compensation of
metabolic acidosis from the previous period. Despite this approach,
bone mineral content at term corrected age was still reduced
compared to infants without metabolic acidosis.

The mean pCO; value in the acidosis group was lower than
in the group without acidosis. The most likely explanation for this is
the increased respiratory work needed by the infant to compensate
for the metabolic acidosis.” This extra work of breathing reduces
the net energy gain and consequently growth rates are lower.
Similar observations have been previously reported.”'%11%7

Another mechanism that may explain the lower weight gain
mightbe that metabolic acidosis can lead to a lower activity of lipase,
trypsin and to low concentrations of bile acids in duodenal juice.?®
This may consequently impair intestinal resorption of nutrients in
preterm infants. It is of interest to note that — in children — a drop of
energy uptake by up to 50% was accounted to this mechanism.?®

To our knowledge, the positive association between weight gain
and base excess range has been shown for the first time over this
broad base excess range and therefore represents a novel finding in
VLBW infants (Fig. 2). To achieve a daily weight gain that parallels in
utero growth of 16.9—20.5 g/kg body weight per day — base excess
should be between —2.0 and +2.0 mmol/L(Fig. 2). A similar relation
was also shown between pH and weight gain. This observation
emphasizes the importance in aiming for a normal acid—base
equilibrium so that optimal growth curves can be achieved.

The preterm infants studied normalized their acid—base status
during therapy of the first episode of metabolic acidosis, yet some
developed a second period of metabolic acidosis even when the

reformulated study fortifier was fed. Somewhat alarmingly, the
second acidosis was more severe than the first episode. This may
indicate exhaustion of the compensatory mechanisms due to low
hydrogen carbonate body pool. The physiological compensation
mechanisms have been wasted and even if pH was normalized,
infants have not yet returned to full compensation capacity. Awasting
of bone buffer reserves was previously observed in adults. After
termination of a high acid load, only one third of calcium loss related
to the bone alkali release was replaced over 42 c]ays.29

In conclusion, fortifying breast milk using products with inap-
propriate composition may lead to metabolic acidosis in preterm
infants. From our data it can be concluded that weight gain and BMC
is closely related to acid—base homeostasis. It may be speculated
thatinadequate growth of fully fed preterm infantsis triggered more
often by imbalances of acid—base status than expected. Without
standard buffering, metabolic acidosis may spontaneously develop
in about 20—-30% of VLBW infants when fed fortified breast milk.

In neonatal care incidence of metabolic acidosis should be
minimized. New fortifiers and their impact on acid—base homeo-
stasis should be evaluated in clinical studies prior to their usage.
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