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Referat

Obligat anaerobe Bakterien im Sputum von CF-Patienten (CF = zystische Fibrose, sy-
nonym: Mukoviszidose) wurden haufig als Kontamination aus dem Mund-Rachen-
Raum betrachtet. Der Nachweis von anaeroben Bereichen im Mucus von CF-Patienten
legte die Annahme nahe, dass neben den fakultativen Anaerobiern wie Pseudomonas
aeruginosa und Staphylococcus aureus auch obligate Anaerobier bei der Lungeninfek-
tion von CF-Patienten eine Rolle spielen kénnten. Die Herkunft von obligaten Anaero-
biern aus dem Sputum von CF-Patienten ist bislang noch nicht bewiesen worden.

Die vorliegende Studie identifiziert mithilfe des RapID ANA Il Systems und quantifiziert
mittels Verdinnungsreihen obligate Anaerobier in Sputum von CF-Patienten. Sie be-
schaftigt sich mit dem Argument der oralen Kontamination durch Keimzahlvergleich
von Rachenabstrichen und Sputumproben. AuRerdem untersucht die vorliegende Stu-
die einen moglichen Ansatz zur Pathogenitdt von obligaten Anaerobiern durch den
Vergleich von Wachstumskurven von Prevotella intermedia und P. aeruginosa bei ge-
meinsamer Bebritung und bei separater Bebrutung.

Bei fast allen Patienten (86,9%) konnten mindestens einmal obligate Anaerobier im
Sputum identifiziert werden. Am haufigsten identifiziert wurden die obligaten Anaero-
bier S. saccharolyticus (29,6%), Peptostreptococcus spp. (13,9%), Clostridium spp.
(10,4%), Veillonella spp. (9,6%) und Actinomyces spp. (8,7%). Es wurden in 79
Sputumproben hohe Keimzahlen bei den obligaten Anaerobiern (1,6x 107 + 3,1x 107
KBE/mI) gezahlt. Eine orale Kontamination konnte durch den Vergleich mit Keimzahlen
von obligaten Anaerobiern aus Rachenabstrichen von sieben CF-Patienten (1,0x 10* +
1,4x 10" KBE/ml) ausgeschlossen werden. Ein méglicher Wachstumsvorteil von P.
aeruginosa in Anwesenheit von Pr. intermedia stellte sich heraus, allerdings ist die Be-
teiligung von obligaten Anaerobiern an der chronischen Lungenentziindung der CF-
Patienten weiterhin unklar.

Von Interesse ist insbesondere die Antibiotikaempfindlichkeit von obligaten Anaero-
biern, um z.B. i.v. Therapien bei CF-Patienten zu optimieren. Auch der Einfluss von
obligaten Anaerobiern auf Entziindungszellen kénnte z.B. durch Zellkulturen erforscht
werden. Weitere Studien konnten zeigen, ob obligate Anaerobier die
Inflammationsreaktion in den Lungen von CF-Patienten beeinflussen. Au3erdem ist die
Produktion von Pathogenitatsfaktoren von obligaten Anaerobiern, z.B. Enzyme oder

Exotoxine noch wenig erforscht.

Béhm, Katharina: Quantifikation von obligaten Anaerobiern im Sputum von Mukoviszidose-
Patienten und Interaktion von obligaten Anaerobiern mit Pseudomonas aeruginosa
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 62 Seiten, 2010
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1 Einleitung

1.1 Charakteristika der Krankheit Zystische Fibrose

Zystische Fibrose (int. cystic fibrosis (CF), synonym: Mukoviszidose) ist eine autoso-
mal-rezessiv vererbbare Erkrankung mit unterschiedlich starker Auspragung.

Mehr als 1000 verschiedene  Mutationen  koénnen  ursachlich  sein.
[http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/ 2008]. Die Wahrscheinlichkeit in der nordeuropai-
schen Bevoélkerung, dass ein Kind mit CF geboren wird, betragt 1/2500, womit CF die
haufigste schwerwiegende, genetisch bedingte Stoffwechselerkrankung ist (siehe
Ubersicht in [Ratjen and Déring 2003]). Der Gendefekt hat eine Mutation des Chlorid-
Kanals CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) in der Membran
von epithelialen Zellen zur Folge, so dass CI™ nicht ausreichend aus der Zelle entfernt
werden kann. In Folge produzieren mukése Drisen, v.a. der Bronchien und des
Gastrointestinaltraktes, vermehrt stark viskésen Schleim [Gibson et al 2003]. Die gast-
rointestinalen Manifestationen aufern sich in Maldigestion, zystischer Pankreasfibrose
mit anschlieRender Pankreasinsuffizienz, Diabetes mellitus und cholestatischer Leber-
zirrhose [Ratjen and Doéring 2003].

Die Pankreasinsuffizienz kann durch Diat und die Therapie mit Pankreasenzymen
weitgehend ausgeglichen werden, trotzdem liegt die Lebenserwartung eines CF-
Patienten heute bei nur ca. 35 Lebensjahren [Gibson et al 2003]. Durch die Sekretion
viskdsen Schleims im Bronchialepithel kommt es zu Atelektasen und Reizhusten. Die
meisten CF-Patienten versterben an einer respiratorischen Insuffizienz und Rechts-
herzversagen. Dies ist die Folge irreparabler Beschadigung der Atemwege durch

Inflammationsreaktionen im Zuge der chronischen Lungeninfektion [Gibson et al 2003].

1.2 Chronische Lungeninfektion bei CF

Erreger der Lungeninfektion bei CF-Patienten sind einige wenige fakultative Anaero-
bier, vorwiegend Pseudomonas aeruginosa und Staphyloccocus aureus, sowie
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia und Haemophilus influenzae.
[Gibson et al 2003; Valerius et al 1991]. Bei diesen Patienten chronifizieren Lungenin-
fektionen besonders schnell. Aus diesem Grund sollten Infektionen idealerweise sofort
therapiert werden und demzufolge auch eine engmaschige Uberwachung noch nicht
infizierter Patienten und das Beachten der Hygienerichtlinien erfolgen [Taccetti et al
2005; Doring and Heiby 2004]. Die chronische Lungeninfektion eines CF-Patienten ist
1



1 Einleitung

jedoch lediglich mit dem Ziel der Keimzahlreduktion therapierbar, eine kurative Be-
handlung ist derzeit nicht moglich [Ratjen and Déring 2003]. Es wird diskutiert, ob die
Entziindung der Lunge krankheitsbedingt durch ein Ungleichgewicht von Entzin-
dungsmediatoren auch ohne Infektion eintritt, oder ob eine Entziindung immer in Zu-
sammenhang mit einer Infektion stehen muss [Chmiel et al 2002]. Die Entziindungsre-
aktion in der Lunge wird aber zumindest durch Bakterienbefall verstarkt [Gibson et al
2003].

1.3 Entstehung der Anaerobiosis in der Lunge von CF-Patienten

Im Jahr 2002 wurde von der Forschungsgruppe um Worlitzsch, Tarran und Ulrich die
Entdeckung gemacht, dass sowohl in vivo als auch in vitro der Sauerstoffpartialdruck
im Mucus von CF-Patienten sehr niedrig ist [Worlitzsch et al 2002]. Es wurden in vivo
pO, Werte im Mucus von 2,5 mmHg gemessen, wahrend unter Sauerstoffgabe norma-

le Werte von 180 mmHg im Bronchus gemessen wurden [Worlitzsch et al 2002].

Mehrere Faktoren tragen zu dem hohen Sauerstoffgefalle in der CF-Lunge bei:
Zunachst verbrauchen Bakterien im Mucus Sauerstoff. Bei Versuchen mit P.
aeruginosa in einem oben gedffneten Behalter konnte ab einer Bakterienanzahl von
3x107/ml kein Sauerstoff in der Bakteriensuspension mehr nachgewiesen werden
[Worlitzsch et al 2002]. Daraus lasst sich schlief’en, dass auch im Mucus von CF-
Patienten der Sauerstoffgehalt mit zunehmender Bakterienzahl sinkt. Der mit den Bak-
terien in Kontakt tretende Sauerstoff wird sofort verbraucht [Yoon et al 2002].

Weiterhin bendétigen von Entziindungsmediatoren angelockte neutrophile Granulozyten
Sauerstoff fir den Zellmetabolismus und auch zur Produktion von Sauerstoffradikalen.
Diese werden als Abwehrmechanismus gegen phagozytierte Antigene genutzt, wo-
durch der Sauerstoffgehalt im Mucus der CF-Patienten noch weiter abnimmt.

Zudem ist der Sauerstoffumsatz des Epithels eines CF-Patienten zwei- bis dreimal
hoher als der eines Gesunden [Worlitzsch et al 2002], mdglicherweise bedingt durch
eine Uberaktivitat der Na*-K*-ATPase im Epithel durch den Defekt im Chloridkanal.
Hierbei strdmen vermehrt Na*- und Cl-lonen gefolgt von H,O in die Epithelzelle ein,
was durch erhohte Aktivitat der Austauschpumpe ausgeglichen werden muss. Diese
verbraucht wiederum ATP, welches unter Sauerstoffverbrauch bereitgestellt werden
muss.

Als letzter Faktor ist anzunehmen, dass die Diffusion von Sauerstoff durch eine dickere
Mucusschicht erschwert ist, da Sauerstoff in Flissigkeiten langere Diffusionszeiten
bendtigt, als in Luft [Logan 1998].
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Die Kombination dieser Faktoren tragen zum nachfolgend dargestellten Mechanismus
der Entstehung der hypoxischen bzw. anaeroben Verhaltnisse im Mucus der CF-

Patienten bei.
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Abbildung 1: Entstehungsmechanismuns
der anaeroben Verhidltnisse im Mucus von
CF-Patienten [nach Worlitzsch et al 2002]

Es ist anzunehmen, dass neben der Anzahl der Bakterien und Phagozyten sowohl das
Epithel als auch die Dicke des Mucus eine Rolle spielen, wobei vermutlich die Bakteri-

enanzahl der wichtigste Einflussfaktor in Bezug auf den Sauerstoffverbrauch darstellt.
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1.4 Pathogenitit von fakultativen Anaerobiern unter Anaerobiosis

Bakterien kdnnen unterteilt werden in obligat aerobe, mikroaerophile, obligat anaerobe

und fakultativ anaerobe Bakterien [Koneman et al 2005].

Tabelle 1: Einteilung von Bakterien nach atmosphéarischen Wachstumsbedingungen
[Nach Koneman et al 2005].

Ubergeordnete

Bezeichnung

Wachstumsart

Beschreibung

Optimaler
PO [%]

Beispiel

Aerobier

Obligat aerob

- Wachstum nur mit
Sauerstoff
- Sauerstoff zur Ener-

giegewinnung

21 %

Micrococcus

spp

Fakultative

Anaerobier

Fak. anaerob

- Wachstum unabhan-
gig von Sauerstoffge-
halt

0-21%

S. aureus

Mikroaerophil

- schlechtes Wachstum
unter Anaerobiosis

- kein Wachstum bei
pO, von 21%

5%

Streptococcus

constellatus

Aerotolerant

- gutes Wachstum unter
anaeroben Bedingun-
gen

- eingeschranktes
Wachstum bei pO, von
5-10%

3%

C. histolyticum

Obligate

Anaerobier

Moderat obligat

anaerob

- Wachstum nur ohne
Sauerstoff

- Energiegewinnung
Uber Garung

- kurze Sauerstoffexpo-

sition maéglich

3%

Pr. intermedia

Strikt

anaerob

obligat

- Absterben nach etwa
10 min Sauerstoff-

exposition

<0,5%

C. botulinum

Unter anaeroben Verhaltnissen verhalten sich die bei CF vorkommenden Mikroorga-
nismen anders als unter Wachstum mit Sauerstoff, da sie fakultative Anaerobier sind.

Das bedeutet, wenn z.B. P. aeruginosa unter anaeroben Bedingungen wachst und
5
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danach aerob bebritet wird, stellt P. aeruginosa den Stoffwechsel um. Dies geschieht
durch Gene-Expression-Regulation oder durch genetische Mutationen [Schreiber et al
2007; Pierre et al 2008].

P. aeruginosa produziert unter anaeroben Bedingungen das Mukopolysaccharid
Alginat, somit wechselt das Bakterium zum mucoiden Phanotyp [Hassett 1996] , was
mit einer Chronifizierung der Infektion einhergeht [Ciofu et al 2008]. P. aeruginosa kann
zudem durch Wachstum in Makrokolonien und Alginatbildung die Abwehrmechanismen
des Wirts umgehen, da Alginat die Phagozytose inhibiert und einen mechanischen
Schutz bietet [Mai et al 1993]. Auch S. aureus bildet wahrend anaeroben Wachstums
ein Polysaccharid, welches vor Angriffen neutrophiler Granulozyten schitzt [Ulrich et al
2007]. Ahnlich verhalt es sich mit Burkholderia cepacia [Cescutti et al 2000; Sousa et al
2007].

Auch die zellulare Immunantwort wird durch die Anaerobiosis in der Lunge von CF-
Patienten beeinflusst. Neutrophile Granulozyten bekampfen Antigene, indem sie einer-
seits Proteasen, z.B. Elastase bilden, die Biomembranen zerstoren konnen, anderer-
seits produzieren diese Entziindungszellen Sauerstoffradikale, die mit vielerlei Molekd-
len reagieren. Sauerstoffradikale kénnen unter den anaeroben Bedingungen im Mucus
der CF-Patienten aufgrund Sauerstoffmangels tUberhaupt nicht gebildet werden [Simp-
son et al 1989; Hassett 1996]. Auch die Beweglichkeit der neutrophilen Granulozyten
im Mucus von CF-Patienten ist eingeschrankt [Matsui et al, 2005]. Durch die von den
Bakterien gebildeten Polysaccharide werden nicht nur neutrophile Granulozyten, son-
dern auch Makrophagen inhibiert [Leid et al 2005].

Bei der antibiotischen Therapie kommen durch die anaeroben Verhéltnisse in den
Mucusplaques noch weitere Probleme hinzu, beispielsweise die
Antibiotikaempfindlichkeit von aeroben gegeniiber anaeroben Stammen. P. aeruginosa
andert sich oft vom mucoiden Phanotyp in vivo unter Anaerobiosis zum nicht-mucoiden
Phanotyp nach in vitro Bebritung unter normalen atmospharischen Bedingungen
[Bragonzi et al 2005]. Unter anaeroben Verhaltnissen besitzt P. aeruginosa durch ei-
nen veranderten Stoffwechsel und durch Biofilmbildung demnach auch eine andersar-
tige Antibiotikaempfindlichkeit als unter aeroben Verhaltnissen [Hill et al 2005]. Da aber
die Resistenzen in der Regel am unter aeroben Verhaltnissen kultivierten Keim be-
stimmt werden, ist zunachst eine Verfalschung der Antibiotikaresistenzbestimmungen
denkbar. Weiterhin wirken Antibiotika unter anaeroben Verhaltnissen schlechter
[Boriello et al 2004; Park et al 1992]. Zudem sind viele fakultativ anaerobe Bakterien

resistent gegen die Ublichen Chemotherapeutika [Moore et al 2008; Zhou J et al 2008;

6
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San Gabriel et al 2004]. Zusammengenommen koénnten diese Probleme unter Um-

stédnden zu Therapie-Mifderfolgen flihren.

Es liegt die Annahme nahe, dass P. aeruginosa haufig die CF-Lunge besiedelt, da die-
ser Keim ein fakultativer Anaerobier ist. Diese These wird durch die Tatsache unter-
stltzt, dass auch S. aureus und weitere Erreger einer Lungeninfektion bei CF-
Patienten fakultative Anaerobier sind und dass das Keimspektrum bei diesen Patienten
begrenzt ist. Diese Mikroorganismen finden im sauerstoffarmen Mucus von CF-
Patienten einen optimalen Nahrboden und sind durch ihre Fahigkeit zur

Polysaccharidbildung vor Abwehrmechanismen geschutzt.

1.5 Obligate Anaerobier und CF

2004 wurden erstmals obligate Anaerobier im Sputum von CF-Patienten gefunden
[Rogers et al 2004]. Rogers wies mit Hilfe der T-RFLP- (terminal restriction fragment
length polymorphism) Methode verschiedene Anaerobier im Sputum von CF-Patienten
nach. Bei dieser Methode wird, nach Amplifikation durch die PCR-Methode und an-
schlieRender Bandenidentifikation nach Gelelektrophorese, rRNA nachgewiesen.
Durch die PCR-Methode kénnen selbst kleinste Mengen RNA nachgewiesen werden,
aber es konnten keine Angaben (ber Keimzahlen gemacht werden. Da das Sputum
den Mund-Rachen-Raum passiert, ware es moglich, dass auch RNA von
oropharyngeal vorkommenden Mikroorganismen bearbeitet wurde. Im Mund-Rachen-
Raum, besonders in Zahn- und Zungentaschen, kommt eine Besiedlung mit obligat
anaeroben Bakterien haufig vor [Hughes and MacNab 2008]. Somit konnten Kontami-
nationen aus dem Mund-Rachen-Raum nicht ausgeschlossen werden.

Auch weitere Untersuchungen wiesen obligate Anaerobier im Sputum von CF-
Patienten nach. In 42 von 66 Sputumproben (64%) wurden obligate Anaerobier gefun-
den [Tunney et al 2008]. Auch in bronchoalveolarer Lavage-Flissigkeit von CF-
Patienten wurden obligate Anaerobier identifiziert [Harris et al 2007]. Nachgewiesen
wurden z.B. Bacteroides gracilis, Veillonella atypica, Prevotella species [Rogers et al
2004], aber auch Propionibakterien und Aktinomyceten [Field et al 2005]. Obligate
Anaerobier im Sputum von CF-Patienten wurden zum Zeitpunkt der Untersuchung
noch nicht quantifiziert.

Die Kultivierung von obligaten Anaerobiern ist schwierig und bedarf spezieller techni-
scher Voraussetzungen [Rogers et al 2005]. Oft werden deshalb bei akuten oder chro-
nischen Lungenerkrankungen keine anaeroben Kulturen angelegt, so dass diese Mik-

roorganismen bei der Keimidentifikation negativ selektiert werden [Rogers et al 2005].

7
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Somit ist unklar, inwiefern obligate Anaerobier auch bei anderen Lungenerkrankungen
eine Rolle spielen. Wahrend pulmonaler Exazerbationen bei CF-Patienten kdnnen
nicht immer Bakterien im Sputum nachgewiesen werden. Da anaerobe Kulturen nicht
routinemaflig angelegt werden, ware es moglich, dass obligate Anaerobier bei diesen

Exazerbationen eine Rolle spielen [Harris et al 2007].

Der Einfluss von obligaten Anaerobiern auf den Verlauf der Lungenerkrankung bei CF-
Patienten ist noch unklar. Mégliche Pathomechanismen wie die Beeinflussung des
Wachstums von aeroben Bakterien, z.B. Férderung oder Hemmung des Wachstums
von P. aeruginosa sind denkbar. Es ist vorstellbar, dass obligate Anaerobier Substan-
zen bilden, die fakultativen Anaerobiern als Nahrung dienen und somit ihr Wachstum
anregen.

Weiterhin unklar ist die Ausbildung von Virulenzfaktoren durch obligate Anaerobier,
z.B. das Bilden einer Polysaccharidkapsel, wie bei einigen Bacteroidesarten beschrie-
ben [Hahn et al 2005] oder die Bildung von Toxinen.
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1.6 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird untersucht,

- in welchen Keimzahlen obligate Anaerobier im Sputum von CF-Patienten vorkom-
men.

- ob insbesondere im Sputum von padiatrischen CF-Patienten obligate Anaerobier vor-
kommen.

- um welche obligat anaeroben Bakterien es sich in welcher Haufigkeit handelt.

- ob die Hypothese, es handele sich bei den gefundenen obligaten Anaerobiern um
Kontamination aus dem Mundraum, zutreffend ist oder nicht.

- ob die anaerobe Keimbesiedlung der Lunge auf das Kollektiv der
Mukoviszidosekranken beschrankt ist.

- welchen Einfluss das Einfrieren der Sputumproben auf die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse hat.

- welchen Einfluss i.v. Antibiosen auf die Keimzahl von obligaten Anaerobiern im Spu-
tum von CF-Patienten haben, durch Keimzahlenbestimmungen vor und nach i.v.
Antibiotikatherapie.

- wie das Wachstum von P. aeruginosa durch obligate Anaerobier beeinflusst wird.
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2.1 Patienten

An der Studie nahmen 38 Patienten mit zystischer Fibrose im Alter von 6 bis 65 Jahren
teil (25,2 £ 10,4 Jahre). Davon waren 16 mannlich und 22 weiblich. Das Patientenkol-
lektiv rekrutierte sich aus 32 erwachsenen Patienten mit zystischer Fibrose (27,8 + 9,0
Jahre) aus der pulmonologischen Ambulanz (Leitung: Frau OA Dr. Wollschl&ger) der
Klinik fiir Innere Medizin 1l des Universitatsklinikums Halle-Wittenberg (Arztlicher Direk-
tor: Herr Prof. Dr. Seufferlein) und aus sechs minderjahrigen Patienten von 6 bis 14
Jahren (11,2 t 3,1 Jahre) der  Kinderambulanz (Leitung der
Mukoviszidosesprechstunde: Herr OA Dr. Merkel) der Klinik fir Kinder- und Jugend-
medizin des Universitatsklinikums Halle-Wittenberg (Arztlicher Direktor: Herr Prof. Dr.
Koérholz). Es wurden 79 Sputumproben untersucht. Alle Patienten bzw. deren Erzie-
hungsberechtigte, gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultédt der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg (Vorsitzender der Ethik-Kommission: Herr Prof. Dr. Grond) genehmigt (sie-
he Anhang).

2.2 ldentifikation der Bakterien

2.21 Probengewinnung

Das Sputum wurde von den Patienten ohne weitere Hilfsmittel, wie z.B. Kochsalz-
provokation, ausgehustet. Die Probe wurde in einem sterilen Roéhrchen (TPP AG,
Trasadingen, Schweiz) aufgefangen und innerhalb einer Stunde weiterverarbeitet.

Um im Verlauf der Verarbeitung das Sputum korrekt verdiinnen zu kénnen (siehe 2.3
Quantifikation der Bakterien), wurde die Sputummenge durch Wiegen festgestellt. An-
schlieRend wurde ein Drei-Osen-Ausstrich auf dem Festnahrboden (siehe 2.2.2 Nahr-
bdden) Columbia-Agar mit 5% Schafsblut (Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) angefer-
tigt, um die haufig in CF-Patientensputum vorkommenden fakultativ anaeroben Bakte-
rien P. aeruginosa, S. aureus, H. influenza oder B. cepacia in der nachfolgenden Diffe-

renzierung zu isolieren und nachzuweisen (Abb. 2).
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Abbildung 2: Dreiésenausstrich von P. aeruginosa auf Columbia-Agar

2.2.2 Nahrboden fiir obligat und fakultativ anaerobe Bakterienanzucht

Um die Bakterien identifizieren und quantifizieren zu kénnen, wurden unterschiedliche
Nahrbdden fir das Wachstum der Kolonien genutzt. Zur Anzucht von fakultativen
Anaerobiern und Aerobiern wurden Columbia-Agar mit 5% Schafsblut verwendet. Auf
diesem Nahrboden ist die Anzucht der meisten fakultativ anaeroben Bakterien mdglich.
Zudem kann eine optische Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Bakterienarten
begrenzt vorgenommen werden: Bakterien, die Hamolysin bilden, sind von einem
Hamolysehof umgeben, andere Bakterien besitzen einen griinen Hof, der durch Ent-
farben der Erythrozyten bedingt wird.

Zusatzlich wurden Selektivnahrboden wie Pseudomonas-Cetrimid-Selektivhahrboden
(Oxoid GmbH) und McConkey-Agar No. 3 (Oxoid GmbH) eingesetzt. Cetrimid-Agar ist
ein Selektivmedium zur Identifikation von P. aeruginosa. Es enthélt Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromid. P. aeruginosa farbt sich auf diesen Kulturplatten griin. (Abb. 3)
McConkey-Agar selektiert Gram-negative Bakterien. Das Wachstum Gram-positiver

Bakterien wird durch das zugesetzte Kristallviolett sowie durch Gallensalze verhindert.
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Abbildung 3: P. aeruginosa auf Cetrimid-Agar

Um obligat anaeroben Bakterien optimale Wachstumsbedingungen zu liefern, wurden
mehrere Nahrbdden ausgewahlt. So handelt es sich bei SCS-Agar (Schaedler-Agar mit
5% Schafsblut, bioMérieux Deutschland GmbH, Nurtingen, Deutschland) um einen
Blutagar mit 5% Schafsblut, der zudem mit Wachstumsfaktoren wie Hamin, Hefeextrakt
und Vitamin K3 angereichert ist. Durch diese Zusammenstellung werden andere Bakte-
rien im Wachstum gehemmt. Durch Zugabe von L-Zystein und hochdosierter Dextrose
wird das Wachstum der obligaten Anaerobier gut gefordert [http://www.biomerieux-
diagnostics.com, 2008].

Um optimale Ergebnisse bei der Identifikation der obligaten Anaerobier mit dem RapID
ANA Il System zu erzielen, wurden die obligaten Anaerobier vor der Identifikation auf
CDC-Agar (CDC Anaerobe 5% Schafsblut Agar, Becton Dickinson AG, Heidelberg,
Deutschland) Uberimpft. Es handelt sich hierbei um ein nicht-selektives Nahrmedium
welches sich besonders fiir die Kultivierung von obligat anaerob wachsenden Bakteri-
en, isoliert aus klinischem Material eignet [http://www.bd.com/ds/productCenter/
221734.asp, 2008].

BHI-Agar (Brain-Heart-Infusion Agar, heipha Dr. Muller GmbH, Eppelheim, Deutsch-
land) setzt sich aus Hirn und Herzextrakt zusammen. Dieses liefert zusammen mit
Peptonen die fur das Bakterienwachstum wichtigen Stickstoff-, Kohlenstoff- und
Schwefelverbindungen, Vitamine und Spurenelemente. Als zusatzlicher Nahrstoff wird

noch Glucose zugegeben. Das zugesetzte Natrium-Chlorid erhalt die osmotische Ba-
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lance und der Phosphatpuffer dient der Stabilisierung des pH-Wertes. Somit kdnnen
auch anspruchsvolle Bakterien, wie viele obligate Anaerobier, auf BHI-Agar wachsen
[http://www.heipha.de/db/files/313e-1-0210_Brain-Heart-Infusion-Agar.pdf, 2010].

2.2.3 Identifikation obligat anaerober Bakterien

Die Anaerobier wurden, wie in Kapitel 2.3 beschrieben, gezahlt und Einzelkolonien auf
SCS-Agar bzw. BHI-Agar ausgestrichen und mindestens 48 Stunden bei 37°C in der
Anerobierbank (MAKS MG500, Maintrup, Lahden-Holte, Deutschland) bebritet. Die
Gaszusammensetzung in der Anaerobierbank bestand aus 80% Stickstoff, 10% Was-
serstoff und 10% Kohlendioxid (Abb. 4).

Abbildung 4: Anaerobierbank MAKS MG500

Um die obligaten Anaerobier von den fakultativen Anaerobiern unterscheiden zu kén-
nen, wurde von jedem Stamm eine aerobe Kontrolle angelegt, indem dieser auf Co-
lumbia Agar ausgestrichen und bei 37°C unter aeroben Bedingungen 24 Stunden be-
britet wurde (Brutschrank Typ 6420: Heraeus, Hanau, Deutschland). Waren mehr als
zweimal hintereinander koloniebildende Einheiten (KBE) zu erkennen, wurde davon
ausgegangen, dass es sich nicht um einen obligaten Anaerobier handelt, und der
Stamm wurde nicht weiter bearbeitet. Waren drei aerobe Kontrollen negativ, wurde der

Stamm etwa 36 bis 48 Stunden auf CDC- bzw. BHI-Agar unter anaeroben Verhaltnis-
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sen bebritet, um ihn anschliefend mit dem RaplD ANA Il System (remel, Lenexa, KS,
U.S.A.) identifizieren zu kénnen. Da nach Herstellerangaben einige Testreaktionen
durch die Zusammensetzung des SCS-Agar verfalscht werden kénnen, wurden die auf
SCS gewachsenen Stamme auf CDC-Agar Uberimpft, wie vom Hersteller empfohlen
(siehe Kapitel 2.2.2).

Obligat anaerobe Bakterien wurden durch das RaplD ANA Il System identifiziert. Das
System besteht aus dem RapID ANA Il Panel (remel), dessen Reaktionsvertiefungen
mit dehydrierten Reaktanten, sowie aus der RapID Inokulationsflissigkeit (remel). Die
Reinkultur wurde mit Hilfe eines sterilen Baumwolltupfers in die RapID Inokulations-
flissigkeit (1 ml) suspendiert bis eine Suspension, die einem McFarland Tribungs-
standard Nr. 3 (bioMérieux) entspricht, hergestellt ist (Abb. 5).

Abbildung 5: McFarland Triibungsstandard und RapID Inokulationsfliissigkeit

Das RapID ANA Il Panel wurde nun mit der Suspensionsflissigkeit gleichmaRig be-
schickt. Die Panele wurden bei 37°C unter aeroben Bedingungen mindestens vier
(hochstens sechs) Stunden inkubiert. Die Panele konnten nun entweder sofort oder,
bei zwischenzeitlicher Lagerung im Kuhlschrank bei 2-8 °C, innerhalb von 18 Stunden

ausgewertet werden (Abb. 6).
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Abbildung 6: RapID ANA Il Panel befiillt mit Inokulationsfliissigkeit

Um die RaplID ANA Il Panele auszuwerten, wurden die zehn Reaktionsvertiefungen auf
Reaktivitdt untersucht. Die Farbveranderungen in den Reaktionsvertiefungen wurden
ohne weitere Zugabe von Reagentien mit Hilfe der Interpretationshinweise in der Pa-
ckungsbeilage beurteilt. AnschlieRend wurden in einige Reaktionsvertiefungen Rea-
genzien zugefugt, um eine Reaktion hervorzurufen (Abb. 7 und 8). Die Ergebnisse

wurden auf den beiliegenden Protokollblattern eingetragen.

O o™
e .

Abbildung 7: Einbringen der RapID ANA Il Reagenz
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Das erhaltene Reaktionsmuster wurde nach Feststellung der Gram-Eigenschaft durch
ein Praparat (Gramfarbeset: Merck, Darmstadt, Deutschland), durch die ERIC Software
(Elektronisches RapID Kompendium, remel) mit einer Datenbank von Reaktionsmus-
tern verglichen, und das Ergebnis wurde ausgedruckt. Bei nicht adaquaten Ergebnis-
sen wurde der Stamm auf Reinheit Gberprift, und die von der Software vorgeschlage-

nen weiteren Untersuchungen wurden durchgefihrt.

Abbildung 8: RapID ANA Il Panel nach Zugabe von Testreaktion

Das RapID ANA II System erkennt 68% der angebotenen obligaten Anaerobier. Mit
zusatzlichen Untersuchungen werden 78% der Bakterien identifiziert [Marler et al,
1991]. Bei zufriedenstellenden Ergebnissen wurde der Stamm bei -18 bis -53°C in Skin
milk (Oxoid GmbH) eingefroren, um das Ergebnis gegebenenfalls nachvollziehen zu

kdnnen.

2.2.4 Fakultativ anaerobe und aerobe Keimidentifikation

Die Identifikation der aeroben und fakultativ anaeroben Bakterien erfolgte mit den Sys-
temen Vitek (bioMérieux) und BBL-Crystal (Becton Dickinson AG). Die aeroben Bakte-
rien, vor allem die fakultativen Anaerobier, wurden wie in Kapitel 2.3 beschrieben quan-
tifiziert und Einzelkolonien auf Columbia-Agar ausgestrichen. Um das Bakterium kor-
rekt identifizieren zu kénnen, wurde durch mehrmaliges Uberimpfen eine Reinkultur
hergestellt. Die zu untersuchende Reinkultur war nicht alter als 24 Stunden. Um die
Identifikationssysteme Vitek und BBL-Crystal nutzen zu kénnen, wurden die Gram-

Eigenschaften der Bakterien durch Anfertigung eines Praparates ermittelt. Gram-
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negative Stabchen konnten auch auf einem Selektivnahrboden fiir Gram-negative
Stabchen (McConkey-Agar) angeziichtet und somit die Gram-Eigenschaft festgestellt
werden (siehe Kapitel 2.2.2).

Desweiteren wurden Ergebnisse biochemischer Reaktionen ermittelt, die weiteren Ein-
fluss auf die Identifizierung hatten. Das Identifikationssystem Vitek bendtigt die Infor-
mation, ob ein Gram-negatives Bakterium Oxidase-positiv oder -negativ ist. Diese bio-
chemische Reaktion wurde mit Oxidasereagenz (Becton Dickinson) getestet, indem
einige Einzelkolonien auf das Reaktionsfeld gerieben wurden. Bei einem Oxidase-

positiven Keim verfarbt sich das Reaktionsfeld dunkel.

Gram-positive Bakterien wurden auf ihre Katalase- und Koagulase-Eigenschaften mit
Hilfe von bioMérieux ID color Catalase (bioMérieux) und des Staphaurex plus Testlatex
(remel) getestet. So ist P. aeruginosa beispielsweise Gram-negativ und Oxidase-

positiv, wahrend S. aureus Gram-positiv, Katalase-positiv und Koagulase-positiv ist.

Fakultativ anaerobe und aerobe Bakterien wurden zunachst durch das Vitek System
identifiziert. (Abb. 9)

Abbildung 9: Vitek Gerit zur Identifikation nicht-anaerober Bakterien

Auch das Crystal Identifizierungssystem (BBL crystal, Becton Dickinson AG) unter-
schied Gram-positive von Gram-negativen und Oxidase-positive von Oxidase-
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negativen Bakterien. Bei einem inadaquaten Ergebnis wurde die Kultur nochmals auf

Reinheit tberpriift und die Identifizierung wiederholt.

2.3 Quantifikation der Bakterien

Um die Keimzahl der Bakterien in den Proben zu bestimmen, wurde eine Verdln-
nungsreihe hergestellt, wobei die koloniebildenden Einheiten ab einer bestimmten Ver-
dinnungsreihe gezahlt werden konnten. Die Proben wurden 1:1 mit einfacher PBS
(phosphat buffered saline, Phosphot gepufferte Salzlésung) verdinnt, um die Mikroor-
ganismen vor pH-Anderungen zu schiitzen. Zur Herstellung des Puffers wurden 85,0g
NaCl, 14,23g Na,HPO4*12H,0, 1,35g KH,PO, mit 500m| aqua dest gemischt. Diese
20-fache Stammlésung wurde zum Gebrauch mit aqua dest zu einfacher Losung ver-
dinnt. Mit Hilfe des Vortex-Schittelrihrers wurde die Probe homogenisiert. Um die

Verdiinnung in Zehnerpotenzschritten vorzubereiten, wurden acht Reaktionsgefafle
(Multi®-Reaktionsgefae 1,7ml farblos, DNase/RNase-frei, Carl Roth GmbH + Co,
Karlsruhe, Deutschland) mit je 900ul PBS befillte und anschlieend von drei bis zehn
numeriert (Abb.10).

Abbildung 10: Numerierte ReaktionsgefifRe mit PBS

Mit einer 100yl Pipette (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurden 100yl der einfach

verdinnten Probe in das erste der acht Reaktionsgefalle gegeben (Abb. 11). Mit dem
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Vortex-Schiittelriihrer wurde das Gemisch vermengt. Aus dem ersten Reaktionsgefal
wurden wiederum 100ul mit einer Pipette entnommen, in das nachste Reaktionsgefaly
eingebracht und gemischt. Somit wurde die Probe um einen weiteren Zehnerpotenz-
schritt verdiinnt. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis eine Verdiinnungsgrad um zehn
Zehnerpotenzen im letzten Reaktionsgefaly erreicht wurde. So wurde im ersten Reakti-
onsgefall eine um drei Zehnerpotenzen und im achten Reaktionsgefal® eine um zehn

Zehnerpotenzen niedrigere Keimzahl als in der Sputumprobe erstellt.

Abbildung 11: Verdiinnen der Sputumproben

Nun wurden die Nahrbdden (siehe 2.2.2) fiir das Auftragen der verdiinnten Probe vor-
bereitet. Die Platten wurden mit Datum und Probennummer beschriftet und entspre-
chend der Beschriftung beimpft (Abb. 12). Aus jedem der acht ReaktionsgefalRe wur-
den je zweimal 10ul Suspension mit einer 10 pl Pipette auf die entsprechenden Felder
der Agarplatten gebracht (Abb. 13).

19



2 Material und Methoden

<38

Abbildung 12: Beschriftung der Agar-Platten fiir die Verdiinnungsreihe

! 4

Abbildung 13: Beimpfung mit den verdiinnten Sputumproben

Nachdem die verdiinnte Sputumprobe auf den Nahrbéden getrocknet war, wurden die
Platten bei 37°C, Columbia- und Cetrimidplatten unter aeroben, SCS- und BHI-
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Agarplatten unter aneroben Bedingungen inkubiert. Die aerobe Verdinnungsreihe
wurde nach 18 bis 24 Stunden abgelesen.

Da Anaerobier in der Regel eine langsamere Wachstumsphase haben, wurden die
anaeroben Verdiinnungsreihen nach ca. 48 Stunden und ein weiteres Mal nach sieben
Tagen abgelesen, um langsam wachsende Anaerobier ebenfalls quantifizieren und
identifizieren zu kénnen. Es wurden die KBE auf den einzelnen Feldern gezahlt, wobei
unterschiedlich visuell imponierende Mikroorganismen separat gezahlt wurden. Da die
Felder mit immer stérker verdiinnter Probesuspension beimpft wurden, lie sich nun
die Keimzahl ermitteln (Abb.14).

Abbildung 14: Keimzahlermittlung durch Auszdhlen der KBE

AnschlieBRend wurden die unterschiedlichen Mikroorganismen identifiziert. Um die Bak-
terien zu identifizieren, wurden Einzelkolonien auf entsprechende Nahrboden mit ei-
nem Drei-Osen-Ausstrich Uberimpft und wie in Kapitel 2.2.3 und 2.2.4 beschrieben

weiter bearbeitet.
2.4 Rachenabstriche

Um die Hypothese, dass obligate Anaerobier eine Kontamination der Sputumproben
durch die physiologische Mund- und Rachenflora seien, zu untersuchen, wurden die
Keimzahlen in der Mundflora von CF-Patienten bestimmt und die gefundenen Bakteri-
en identifiziert (siehe Kapitel 2.2.3 und 2.2.4).

Die Rachenabstriche wurden mithilfe eines sterilen Baumwolltupfers aus dem Rachen-

raum von sieben CF-Patienten gewonnen. Der Baumwolltupfer wurde in ein steriles
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Rohrchen (Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) mit 1 ml 0,9% NaCl getaucht
und an der Wand ausgedriickt. Mit diesem Vorgang sollte der Weg des Sputums durch
den Mund-Rachen-Raum simuliert werden. Da eine geringere Keimzahl als in den
Sputumproben erwartet wurde, wurden Verdinnungsstufen von -1 bis -8 gewahlt, um
die Keimzahl zu ermitteln. Wie in Kapitel 2.3 beschrieben, wurde die Probe verdinnt

und sowohl aerob als auch anaerob bei 37°C 24 bzw. 48 Stunden lang inkubiert.

2.5 Bronchiallavage-Fliissigkeiten

Um zu uberprifen, ob auch bei Nicht-CF-Patienten obligate Anaerobier in der Lunge zu
finden sind, wurden die bronchoalveolare Lavage- (BAL-) Flussigkeit von sechs Kin-
dern ohne Mukoviszidose untersucht. Sie wurde nach den Richtlinien der European
Respiratory Society zu diagnostischen Zwecken gewonnen [European Respiratory So-
ciety, 2000]. Ein Teil der Spulflissigkeit wurde direkt nach der Bronchoskopie weiter-
verarbeitet. Es wurde eine Verdiinnungsreihe ab 102 hergestellt (100ul BAL-Flissigkeit
in 900ul PBS usw.), und die Bakterien quantifiziert und identifiziert (siehe Kapitel 2.2.3,
2.2.4 und 2.3).

2.6 Reproduzierbarkeit

Um den Einfluss des Einfrierens von Sputumproben zu erfassen, wurden finf Proben
doppelt untersucht. Sie waren vor der zweiten Bearbeitung mindestens zwei Wochen
nach dem ersten Verdinnungsschritt mit PBS bei -18°C eingefroren. Die Keimzahlen
wurden wie in Kapitel 2.3 dargestellt bestimmt, und die Bakterienstdmme mit Hilfe von
Vitek, BBL Crystal und dem RapID ANA |l System identifiziert (siehe Kapitel 2.2.3 und
2.2.4). Die Ergebnisse wurden mit denen der Erstbearbeitung verglichen, um die Re-

produzierbarkeit beurteilen zu kénnen.

2.7 Interaktion von obligaten Anaerobiern mit P. aeruginosa

Um den Einfluss von obligaten Anaerobiern auf das Wachstum von P. aeruginosa fest-
zustellen, wurde P. aeruginosa in Anwesenheit von Pr. infermedia sowie von Uber-
stand von Pr. intermedia bebritet, und die Wachstumskurven ermittelt. Um die Werte
vergleichen zu kénnen, wurden aulRerdem die Wachstumskurven von P. aeruginosa

und Pr. intermedia separat bestimmt. Es wurden der P. aeruginosa-Stamm PAO1 und
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der ATCC- (American Type Culture Collection-) Stamm Nummer 25611 Pr. intermedia

gewahlt.

2.7.1 Wachstumskurven

Es wurde zunéchst eine Uber-Nacht-Kultur von P. aeruginosa angelegt. Hierfiir wurden
ein bis zwei KBE einer Reinkultur des Stammes PAO1 in ein steriles Réhrchen mit
10ml Hirn-Herz-Glucose-Bouillon (BHI-Bouillon, Oxoid) eingeimpft und Gber Nacht ae-
rob bei 37°C im Schuttelrthrer (heidolph) bei 400 upm inkubiert. Pr. intermedia wurde
im gleichen Kulturmedium unter anaeroben Bedingungen bei 37°C im Heiz-Thermo-
Mixer KTMR-133 (HLC - Haep Labor Consult, Bovenden, Deutschland) fir etwa 48
Stunden inkubiert.

Um Pr. intermedia optimale Wachstumsbedingungen bieten zu kénnen, wurde die BHI-
Bouillon 10 Minuten bei 99,9°C erhitzt und somit der in der Bouillon geldste Sauerstoff
weitestgehend eliminiert. Die Bouillon wurde anschlieBend unter anaeroben Bedingun-
gen bis zu 3 Tage gelagert, bis sie weiter verarbeitet wurde. Die Bebritung von P.
aeruginosa erfolgte unter anaeroben Bedingungen, um eine bessere Vergleichbarkeit

mit den Werten bei gemeinsamem Wachstum mit Pr. infermedia zu erhalten.

Um eine vergleichbare Keimzahl bei Beginn der Wachstumsmessung zu erhalten, wur-
de die optische Dichte (OD) der Bakterien-Nahrmediumsuspension bestimmt. Die Kul-
turen wurden mit Hilfe des Photometers Cadas 50 (Hach Lange GmbH, Diisseldorf,
Deutschland) auf eine OD von 0,05 eingestellt, was einer Keimzahl von 1,3x 10" KBE
fir P. aeruginosa und einer Keimzahl von 1,4x 10 fir Pr. intermedia entspricht. Zur
OD Bestimmung wurden halb-mikro Kuvetten (Roth) mit 1 ml Bakteriensuspension

befillt und die Absorption der schwebenden Teilchen im Photometer gemessen.

Es wurden die jeweilige OD im Abstand von vier Stunden gemessen, d.h. es wurden
acht verschiedene Réhrchen mit 2 ml Suspension mit vergleichbarer Keimzahl (ermit-
telt durch die OD) befillt und unter anaeroben Bedingungen bei 37°C bei 400 upm
inkubiert. Die Veranderung der OD wurde bei dem ersten Réhrchen nach vier Stunden
gemessen, bei dem zweiten Réhrchen nach acht Stunden usw. (nach 12, 16, 20, 24
Stunden) bis zum sechsten Rohrchen, die Veranderung im siebten Réhrchen wurden

nach 48 Stunden festgestellt, und die im Achten nach weiteren 24 Stunden.

AuRer der OD-Anderung wurde noch die Keimzahlénderung ermittelt, um eine Verfal-

schung der Werte durch bereits abgestorbene Bakterien zu verhindern und um eine
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genauere Keimzahlangabe zu erhalten. Es wurde eine Verdiinnungsreihe (s. 2.3) mit
100l Bakteriensuspension hergestellt, und fir die Suspension mit P. aeruginosa auf
Columbia Agar, firr die Suspension mit Pr. infermedia auf SCS Agar und fur die ge-
mischte Suspension auf beiden Nahrbdden angelegt. Diese Versuche wurden mindes-
tens dreimal wiederholt, um einen Mittelwert fUr die Wachstumskurven bilden zu kén-

nen und somit zuféllige Schwankungen auszuschlielRen.

2.7.2 Wachstumskurven mit Uberstand

Um einen Einfluss von Stoffen, die von Pr. intermedia gebildet werden, auf das Wachs-
tum von P. aeruginosa erkennen zu kénnen, wurde P. aeruginosa in einer Mischung
von BHI Bouillon und Pr. intermedia Uberstand inkubiert und das Wachstum gemes-
sen. Stoffe, die einen Einfluss auf P. aeruginosa haben kdnnten, sind z.B. verschiede-
ne Enzyme, Endotoxine, Wachstumsfaktoren.

Um einen Uberstand von Pr. intermedia, ohne die Bakterien, zu erlangen, wurde Pr.
intermedia mindestens 48 Stunden bei 37°C im Schittelrihrer unter der
Anaerobierbank inkubiert, bis eine deutliche Tribung der Bouillon zu erkennen war.
Die Keimzahl dieser Suspension wurde mit einer Verdiinnungsreihe ermittelt. Die Sus-
pension wurde bei 4000 upm 20 min zentrifugiert. Die festen Bestandteile der Suspen-
sion, hauptsachlich das Bakterium Pr. intermedia, setzten sich auf dem Boden des
Réhrchens ab, so dass der Uberstand vorsichtig in ein neues steriles Réhrchen gege-
ben werden konnte. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. AnschlieRend wurde
der Uberstand mit Hilfe einer Einmalspritze und eines Sterilfilteraufsatzes (bioMérieux)
steril filtriert. Um zu kontrollieren, ob der Uberstand keimfrei ist, wurden eine SCS- und
eine Columbia-Agarplatte mit einer Impfose, die in den Uberstand getaucht wurde, be-
strichen und aerob und anaerob bebritet.

Nun wurde erneut eine Uber-Nacht-Kultur von P. aeruginosa angelegt und bebriitet.
Die Suspension wurde auf eine Start OD von 0,05 eingestellt. Allerdings wurde die
Halfte der BHI-Bouillon durch Pr. intermedia Uberstand ersetzt. Nun wurden wieder
acht verschiedene Rohrchen mit der Suspension derselben OD befillt und unter-
schiedlich lang bebriitet (siehe 2.8.1). Auch diese Versuche wurden mindestens drei-

mal wiederholt.
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2.8 Statistik

Die Daten werden angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (MW+SD) berech-
net mit excel (Microsoft, Redumont, WA, U.S.A.)

Die Singnifikanz-Berechnung erfolgt mittels Student’'s t-test (excel), p-Werte < 0,05
wurden als signifikant erachtet. Die p-Werte wurden nicht fir multiples Testen korri-

giert.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifikation der Bakterien

3.1.1 Identifikation fakultativer Anaerobier

Es wurden 79 Sputumproben von 38 CF-Patienten untersucht, somit wurden pro Pati-
ent mehrere Sputumproben untersucht.

Es wurden in insgesamt 79 Sputumproben 117 fakultative Anaerobier nachgewiesen.
In allen Sputumproben wurde mindestens ein fakultativer Anaerobier gefunden. Eine
Sputumprobe enthielt 1 bis 4 verschiedene fakultative Anaerobier (1,5+0,8 fakultative
Anaerobier/Probe). Pro Patient wurden mindestens eine und héchstens flnf
Sputumproben untersucht (2,2+1,2 Proben), allerdings waren die Ergebnisse nicht in
jeder Probe eines Patienten reproduzierbar.

Bei 19 der 38 CF-Patienten konnte mindestens einmal P. aeruginosa im Sputum nach-
gewiesen werden (50,0%). S. aureus konnte bei 14 Patienten identifiziert werden
(36,8%), B. cepacia hingegen nur bei zwei (5,3%), und S. maltophilia nur bei drei Pati-
enten (7,9%).

Am haufigsten wurde P. aeruginosa identifiziert (31,3% der Sputumproben), gefolgt
von S. aureus (23,5%). B. cepacia wurde in 4,3% der Proben gefunden, und S.

maltophilia in 3,5% aller Proben.

Tabelle 2: Nachweis von fakultativen Anaerobiern im Sputum von 38 CF-Patienten

Fakultative Anaerobier absolute Haufigkeit relative Haufigkeit
P. aeruginosa 36 31,3%
S. aureus 27 23,5%
S. maltophilia 4 3,5%
B. cepacia 5 4,3%

Es wurden 70 Sputumproben von 32 erwachsenen CF-Patienten untersucht. Insge-
samt wurden 101 fakultative Anaerobier nachgewiesen. Die Haufigkeiten waren ahnlich
wie in der Gesamtgruppe. Am haufigsten wurde P. aeruginosa identifiziert (35,3%),
gefolgt von S. aureus (22,6%).

Es wurden darliber hinaus neun Sputumproben von sechs padiatrischen CF-Patienten
untersucht. In allen Proben wurde mindestens ein fakultativer Anaerobier nachgewie-
sen. Insgesamt wurden 16 fakultative Anaerobier identifiziert, wobei S. aureus der am
haufigsten gefundene war (25,0%). Im Gegensatz zu den Sputumproben der erwach-

senen Studienteilnehmer wurde P. aeruginosa in keiner Sputumprobe gefunden. Die
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padiatrischen CF-Patienten wiesen somit ein breiteres Keimspektrum als die erwach-

senen Patienten auf.

3.1.2 Identifikation obligater Anaerobier

Bei der Untersuchung auf obligate Anaerobier wurden in 58 von 79 Proben (73,4%)
obligate Anaerobier gefunden. Bei 33 von 38 Patienten (86,9%) wurden in mindestens
einer Sputumprobe obligate Anaerobier identifiziert. In einer Sputumprobe sind héchs-
tens finf verschiedene obligate Anaerobier gefunden worden (1,46+1,26 obligate

Anaerobier/ Probe).

Bei den erwachsenen CF-Patienten wurden in 52 von 70 Proben (74,0%) obligate
Anaerobier gefunden. Allerdings wurden bei fast allen erwachsenen Patienten in min-
destens einer Sputumprobe obligate Anaerobier nachgewiesen, und zwar bei 29 von
32 Patienten (90,0%). In neun Sputumproben der Kinder wurden in sechs Proben obli-
gate Anaerobier gefunden (66,6%). Bei vier der sechs Patienten war mindestens eine
Sputumprobe mit obligaten Anaerobiern besiedelt (66,6%). Im Erwachsenenalter kon-
nen bei Mukoviszidosepatienten somit haufiger obligat anaerobe Bakterien gefunden
werden, als im Kindesalter. In 79 Sputumproben der Kinder und Erwachsenen wurden
insgesamt 115 Anaerobier gefunden. Es handelte sich um 29 verschiedene Bakterien.

lhre Haufigkeit ist in Tabelle 3 aufgefuhrt.
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Tabelle 3: Haufigkeit von identifizierten obligaten Anaerobiern in 79 Sputumproben von
38 CF Patienten

obligater
Anaerobier

absolute
Haufigkeit

Actinomyces

odontolyticus

relative
Haufigkeit

turicensis

Gesamt

—

8,7%

Bacteroides

tectum

ureolyticus

Gesamt

1,7%

Clostridium

butyricum

difficile

hastiforme

innocuum

perfringens

Sporogens

sp

Gesamt

—

10,4%

Capnocytophaga

spp

5,2%

Eubacterium

limosum

0,9%

Fusobacterium

necrophorum

sp

Gesamt

2,6%

Gemella

morbillorum

3,5%

Lactobacillus

fermentum

jensenii

Gesamt

2,6%

Mobiluncus

curtisii

mulieris

Gesamt

5,2%

Prevotella

corporis

melaninogenica

Gesamt

2,6%

Propionibacterium

propionicus

0,9%

Peptostreptococcus

anaerobius

micros

prevotii

—

tetradius

N2 (2 IN=WN 2R NWIN A W2N=2ON2 22 NWW=a N2 oo™

gesamt

-
~

13,9%

Staphylococcus

saccharolyticus

w
B

29,6%

Veillonella

spp

-—
-—

9,6%

Wolinella

spp

w

2,6%

Gesamt

115

100%

In 70,0% der Proben, in denen P. aeruginosa als fakultativer Anaerobier gefunden
wurde, wurden auch obligate Anaerobier gefunden. War in der Sputumprobe S. aureus
gefunden worden, wurden in 80,0% dieser Proben auch obligate Anaerobier gefunden.
In den funf Sputumproben, in denen B. cepacia gefunden wurde, erfolgte der Nachweis

obligater Anaerobier, wie auch in den vier Sputumproben mit S. maltophilia. Wurden
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sowohl S. aureus, als auch P. aeruginosa identifiziert, fanden sich nur in 14,3% dieser
Proben obligate Anaerobier (Abb. 15).

100 1

80 -

60 -

40 4

Obligate Anaerobier [%]

20 4

PA SA BC PA+SA SM

Abbildung 15: Zeitgleicher Nachweis von fakultativen Anaerobiern und obligaten Anae-
robiern im Sputum von 38 CF-Patienten. PA: P. aeruginosa, SA: S. aureus, BC: B. cepa-
cia, SM: S. maltophilia

3.2 Quantifikation

Es wurden bei 118 fakultativen Anaerobiern im Sputum von CF-Patienten Keimzahlen
zwischen 5,0x10* und 4,0x10® KBE/ml gezahlt. Wie in Abb.16 dargestellt, wurden in
allen Sputumproben hohe Keimzahlen gefunden (5,8x107+8,8x107).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,732) zwischen den Keimzahlen
der Sputumproben von Kindern (4,7x107+7,7x10” KBE/ml) und denen der Erwachse-
nen (5,9x107+9,0x10” KBE/ml).
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Abbildung 16: Keimzahlen der wichtigsten fakultativen Anaerobier in 79 Sputumproben.
PA: P. aeruginosa, BC: B. cepacia, SA: S. aureus, SM: S. maltophilia

Es wurden bei 115 obligaten Anaerobiern Keimzahlen von 1,0x10° bis 1,0x10® gezahlt.
In allen Sputumproben wurden hohe Keimzahlen gezahlt (1,6x107+3,1x10” KBE/ml).
Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Keimzahlen der Sputumproben
der Kinder (3,8x107+3,9x10’) und denen der Erwachsenen (1,3x107+2,9x107)
(p=0,059).

Obwohl fakultative Anaerobier in signifikant hdheren Keimzahlen vorkamen als obligate
Anaerobier (p=0,0003), befinden sich die Keimzahlen in derselben GréRenordnung
(Abb. 17).
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fakultative Anaerobier obligate Anaerobier

Abbildung 17: Keimzahlenvergleich von fakultativen und obligaten Anaerobiern in 79
Sputumproben (p= 0,0003)

3.3 Rachenabstriche

Es wurde je ein Rachenabstrich von sieben CF-Patienten untersucht. In lediglich zwei
dieser Proben wurden obligate Anaerobier gefunden. Sie lieRen sich allerdings nur in
geringen Keimmengen nachweisen. Bei einem Patienten wurde Veillonella spp. in ei-
ner Keimzahl von 1,0x10? und bei dem zweiten Patienten Gemella morbillorum in einer
Keimzahl von 2,0x10* gefunden. In den Sputumproben wurden im Durchschnitt Keim-
zahlen von 7,7x10° gezahlt. Das ist ein Unterschied von beinahe drei Zehnerpotenzen
(p=0,0001) (Abb. 18).

Bei den anderen finf Patienten (71,4%) lieRen sich keine obligaten Anaerobier im Ra-
chenabstrich nachweisen. Allerdings wurden bei allen Patienten fakultative Anaerobier

in den Rachenabstrichen identifiziert (Tab. 4).
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Abbildung 18: Durchschnittliche Keimzahlen von fakultativen und obligaten Anaerobiern
in 7 Rachenabstrichen (RA) und 79 Sputumproben (SP) (p=0,0001)

Tabelle 4: Fakultative und obligate Anaerobier in Rachenabstrichen von 7 CF-Patienten.

Probennummer | Fakultative Anaerobier Obligate Keimzahl
Anaerobier
RA1 S. auricularis - 2,0x10?
Veillonella spp. 1,0x10?
RA2 S. aureus - 2,0x10°
RA3 Strept. pneumoniae - 3,0x10*
S. auricularis - 1,0x10%
RA4 Nonfermenting gram neg. Bacillus - 4,0x10°
Strept. sanguis - 8,0x10°
Gemella 2,0x10*
morbillorum
RA5 Strept. pneumoniae - 1,0x10°
RA6 Strept. intermedius - 1,0x10°
RA7 S. auricularis - 6,0x10°
C. xerosis - 3,0x10?

3.4 Bronchiallavagen

Es wurden sechs BAL-Flissigkeiten von padiatrischen Patienten untersucht. Es han-

delt sich nicht um Patienten mit zystischer Fibrose. Die Diagnosen der Patienten sind

Tab.5 zu entnehmen. In einer Probe wurde ein Anaerobier in geringer Keimzahl gefun-

den. Auch andere Bakterien wurden in nur geringer Keimzahl gefunden (Tab. 5).
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Tabelle 5: Diagnosen und Keimzahlen von fakultativen und obligaten Anaerobiern in
BAL-Fliissigkeit bei 6 Nicht-CF-Patienten

Diagnose Fakultative Obligate Keimzahlen
Anaerobier Anaerobier [KBE/mlI]

Chronisch rezidivierende | S. aureus 2,0x10?

Pneumonie mit eitrigem S. saccharolyticus 1,0x10?

Sekret

leichte Bronchitis, kein Strept. pneumoniae - 2,0x10?

pathologisches Sekret

heterozygoter Alpha-1- E. corrodens - 4,0x10*

AT-Mangel, glasiges

Sekret Strept. mitis 2,0x10*

nicht-eitrige Tracheitis,
kein Sekret

leichte Bronchitis, kein
Sekret

V.a. akute Pneumonie,
wenig Sekret

3.5 Reproduzierbarkeit

Finf Proben wurden nach mehrwéchigem Einfrieren der Sputumproben noch einmal

untersucht. In nur einer von funf Untersuchungen konnte nach Einfrieren derselbe fa-

kultative Anaerobier gefunden werden. Vor Einfrieren der Sputumproben konnten 13

obligate Anaerobier identifiziert werden, danach nur noch vier. Die Keimzahlen unter-
schieden sich signifikant (p=0,003) (Abb. 19).

Es konnte nur einmal derselbe obligate Anaerobier identifiziert werden. Da sich das

Einfrieren offenbar negativ auf die Keimzahlen und auf die Identifikation auswirkt, wur-

den in dieser Studie die Sputumproben sofort bearbeitet.
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Abbildung 19: Keimzahlen obligater Anaerobier vor und nach Einfrieren von fiinf
Sputumproben

3.6 Keimzahlen vor und nach i.v.-Therapie

Es wurden je zwei Sputumproben von acht erwachsenen CF-Patienten untersucht. Die
Patienten wurden auf Grund einer pulmonalen Exacerbation fur 14 Tage intraven6s mit
Antibiotika behandelt. Die Antibiotikaresistenzen der fakultativen Anaerobier wurden
bericksichtigt. Die identifizierten Hauptkeime der Patienten wurden auf ihre
Antibiotikaempfindlichkeit getestet. Die i.v. Antibiose richtete sich nach dem erstellten
Antibiogramm. Es wurde je eine Sputumprobe vor der i.v. Therapie untersucht und eine

Sputumprobe nach der i.v. Antibiose.

Die Keimzahlen der fakultativen Anaerobier vor und nach der Therapie unterschieden
sich nicht signifikant voneinander (p=0,330). Die Keimzahlen der fakultativen Anaero-
bier vor Therapie beliefen sich auf 6,7x107+ 8,3x107 KBE/ml und die Keimzahlen nach
Therapie auf 3,5x107+ 4,5x10” KBE/ml (Abb. 20).

Die Keimzahlen der obligaten Anaerobier vor und nach der i.v. Antibiose unterschieden
sich gleichfalls nicht signifikant voneinander (p=0,792). Vor der Therapie wurden Keim-
zahlen von 2,6x107+3,7x10" KBE/ml, nach der Therapie Keimzahlen von

2,8x10745,6x10” KBE/ml gefunden (Abb. 20).
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Abbildung 20: Keimzahlen von obligaten und fakultativen Anaerobiern im Sputum von
acht CF-Patienten vor und nach i.v. Therapie

3.7 Interaktion von obligaten Anaerobiern mit P. aeruginosa

3.7.1  Wachstum von P. aeruginosa und Pr. intermedia

Es wurden die Wachstumskurven von P. aeruginosa und Pr. intermedia ermittelt (Abb.
21 und 22). Nach Bebritung von P. aeruginosa in BHI-Bouillon wurde eine Keim-
Nahrmedium-Suspension mit einer OD von 0,05 hergestellt. Dies entspricht den Keim-
zahlen ohne Bebriitung, also bei 0 Stunden. Fir P. aeruginosa entspricht eine Start-
OD von 0,05 einer Keimzahl von 1,3x10”. Die Wachstumskurve errechnet sich aus den

Mittelwerten von sieben Versuchsreihen (Abb. 21).
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Abbildung 21: Wachstumskurve von P. aeruginosa bei anaerobem Wachstum in BHI-
Bouillon

Die Start- OD von 0,05 entspricht bei Pr. intermedia einer Keimzahl von 1,4x107. Die
Wachstumskurve errechnet sich aus den Mittelwerten von drei Versuchsreihen (Abb.
22).
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Abbildung 22: Wachstumskurve von Pr. intermedia bei anaerobem Wachstum in BHI-
Bouillon
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3.7.2 Wachstum von P. aeruginosa und Pr. intermedia bei gemeinsamer Bebrii-
tung

P. aeruginosa und Pr. intermedia wurden gemeinsam in BHI Bouillon bebritet und die
Keimzahlen ermittelt. Die t-Tests fur die einzelnen Zeitpunkte ergaben samtlich keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Wachstumskurve von Pr. intermedia mit und
ohne P. aeruginosa. Die Standardabweichungen Uberlappen sich groRtenteils erheb-
lich, weswegen kein signifikanter Unterschied zwischen den Wachstumskurven zu fin-
den ist (p> 0,05) (Abb. 23).

Die t-Tests bei den Datenpunkten 4 Stunden bis 24 Stunden ergaben signifikante Un-
terschiede zwischen den Keimzahlen bei Wachstum von P. aeruginosa mit oder ohne
Pr. intermedia (4 Std.: p= 0,017; 8 Std.: p= 0,034; 12 Std.: p= 0,031; 16 Std.: p= 0,021;
20 Std.: 24 Std.: p= 0,031; p= 0,021) (Abb. 24).

1,008%09

8
1,068+08 4

Keimzahl [KBE/ml]

7
1,068407 4

1,068%06 T T T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [Std]

Abbildung 23: Wachstum von Pr. intermedia mit und ohne P. aeruginosa in BHI-Bouillon
Blau: Wachstumskurve ohne PAO1; lila: Wachstumskurve mit PAO1
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Abbildung 24: Wachstum von P. aeruginosa mit und ohne Pr. intermedia in BHI-Bouillon
Blau: Wachstumskurve ohne Pr. intermedia; lila: Wachstumskurve mit Pr. intermedia

3.7.3 Wachstum von P. aeruginosa mit Pr. intermedia Uberstand

PAO1 wurde mit BHI-Bouillon und Pr. intermedia-Uberstand unter anaeroben Bedin-
gungen inkubiert. Es wurde die Wachstumskurve von PAO1 ermittelt. Es findet sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den Wachstumskurven von P. aeruginosa mit
und ohne Pr. intermedia-Uberstand (p>0,05) (Abb. 25).
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Abbildung 25: Wachstumskurve von PAO1 mit und ohne Pr. intermedia-Uberstand. Blau:
ohne Uberstand; lila: mit Uberstand
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4 Diskussion

Die chronische Lungenentziindung ist die Haupttodesursache von CF-Patienten. Dank
verbesserter Therapie ist deren Lebenserwartung mittlerweile auf etwa 35 Jahre ange-
stiegen [Gibson et al 2003]. Allerdings sind viele Pathomechanismen im Bezug auf die
pulmonale Infektion und Inflammation noch nicht erforscht.

In dieser Studie sind obligate Anaerobier verschiedener Genera in hohen Keimzahlen
gefunden worden. Durch i.v. Antibiosen wird die Keimzahl der obligaten Anaerobier

nicht vermindert und ihre Pathogenitat ist weiterhin unklar.

4.1 Haufigkeit der Infektion mit obligaten Anaerobiern

Bei fast allen CF-Patienten (86,9%) unserer Stichprobe konnten in mindestens einer
Sputumprobe obligate Anaerobier nachgewiesen werden; bei erwachsenen Patienten
sind es sogar 90%. Da auch in dieser Untersuchung in 74% der Sputumproben obliga-
te Anaerobier gefunden wurden, wurden die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen
bestatigt. So wurden von Tunney in 64% der Sputumproben und bei 66% der Patienten
obligate Anaerobier identifiziert [Tunney et al 2008]. Damit liegen die Ergebnisse in der
gleichen GréRenordnung.

Die Besiedelung mit obligaten Anaerobiern erfolgt schon im Kindesalter. Viele padiatri-
sche Patienten unserer Stichprobe (66,6%) haben schon Kontakt zu diesen Bakterien
gehabt. Bei den gefundenen Keimarten handelt es sich vorwiegend um Bakterien, die
auch im Mund-Rachen-Raum zu finden sind. Daher ist anzunehmen, dass die Besiede-

lung auf diesem Wege erfolgt.

4.2 Vergleich des obligat anaeroben Keimspektrums dieser und
anderer Studien

In verschiedenen Studien Uber obligate Anaerobier in der Lunge von CF-Patienten
wurden unterschiedliche Bakterienarten identifiziert. In einer Studie wurden am hau-
figsten obligate Anaerobier der Genera Bifidobacterium, Prevotella, Veillonella,
Peptostreptococcus und Fusobacterium gefunden [Field et al 2005]. In einer weiteren
Studie wurden obligate Anaerobier der Genera Prevotella, Lysobacterium und
Rickettsiales gefunden [Harris et al 2007]. In dieser Studie hingegen wurden am hau-
figsten S. saccharolyticus (29,6%), Peptostreptococcus spp. (13,9%), Clostridium spp.
(10,4%), Veillonella spp (9,6%) und Actinomyces spp (8,7%) gefunden.

Diese Unterschiede kénnen wie folgt begriindet werden:
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Zunachst gibt es wahrscheinlich regionale Unterschiede im Keimspektrum von CF-
Patienten. In dieser Studie wurden CF-Patienten aus einer begrenzten Region unter-
sucht, die sich womdglich durch ihr Keimspektrum von anderen CF-Patienten unter-
scheidet.

Ein weiterer Grund liegt moglicherweise in den unterschiedlichen Nomenklaturen und
Terminologien in verschiedenen Arbeiten und bei verschiedenen Identifizierungssys-
temen. Ausserdem ist die Terminologie dank neuer Technologien im Umbruch begrif-
fen [Gevers et al 2006]. So wird Peptostreptococcus prevotii auch als Anaerococcus
prevotii bezeichnet; sowie Staphylococcus saccharolyticus ehemals als Peptococcus
saccharolyticus gefihrt wurde.

Desweiteren haben Tunney et al 2008 bei der Identifikation von obligaten Anaerobiern
Selektivnahrbéden mit Antibiotikazugabe genutzt, so dass Kanamycin- oder
Vancomycin-sensible Stdmme selektiert wurden. In dieser Studie hingegen wurden
Nahrbdden verwendet, die allen obligaten Anaerobiern gute Wachstumsbedingungen
bieten.

Auch die Identifikation von obligaten Anaerobiern selbst birgt einige Probleme. Es gilt,
fakultative Anaerobier und mikroaerophile Bakterien herauszufiltern. Besonders lang-
sam wachsende oder sehr empfindliche Bakterien kénnen leicht Gbersehen werden.
Auch das Einfrieren von Sputumproben schadet vielen obligat anaeroben Bakterien.
Die Doppeluntersuchungen der eingefrorenen Sputumproben zeigen, dass nach Ein-
frieren der Sputumproben keine dem urspriinglichen Befund entsprechende Ergebnis-
se mehr erzielt werden kénnen. Es ist von groRer Bedeutung fiir die Aussagekraft der
Ergebnisse, die Sputumproben sofort zu bearbeiten. In dieser Studie wurden die
Sputumproben innerhalb einer Stunde nach Gewinnung bearbeitet. Somit konnte mit
genauen ldentifikations- und Quantifikationsergebnissen gerechnet werden. In anderen
Studien wurden unter Umstanden schon einmal eingefrorenen Proben verwendet und
somit ein anderes Keimspektrum gefunden. Zudem ist die Identifikation mit dem RapID
ANA II System und mit anderen biochemischen Identifikationssystemen nicht immer
zuverlassig. Diese finf Punkte konnen die Unterschiede in der Keimidentifikation in
den verschiedenen Studien erklaren.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass sich zwar definitiv obligate Anaerobier im
Sputum von CF-Patienten befinden und auch verschiedene Genera identifiziert werden
kénnen. Eine genaue ldentifikation der Spezies ist vor dem genannten Hintergrund
allerdings nicht sinnvoll. Deshalb wird in dieser Arbeit zusammenfassend von obligaten

Anaerobiern gesprochen.
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4.3 Nachweis obligater Anaerobier in hoher Keimzahl in der Lunge
von CF-Patienten

Obligate Anaerobier im Sputum von CF-Patienten sind zum Zeitpunkt dieser Studie
unseres Wissens noch nicht quantifiziert worden. So wurde zwar die Aussage ge-
macht, dass obligate Anaerobier im Sputum [Field et al 2005] und auch in der BAL-
Flissigkeit [Harris et al 2007] von CF-Patienten zu finden seien, aber in welcher Gro-
Renordnung sich die Keimzahlen der gefundenen Bakterien bewegten, war bislang
unklar. Deshalb wurde in dieser Studie eine andere Methodik als in den genannten
Studien angewandt, um obligat anaerobe Bakterien quantifizieren zu kénnen. Beson-
dere Bedeutung gewinnt dies vor dem Hintergrund des Argumentes der oralen Konta-
mination. So wurden obligate Anaerobier als orale Kontamination aus dem Oropharynx
angesehen [Lee et al 2006; Boutaga et al 2006], da zur Identifikation rRNA der Bakte-
rien genutzt wurde und somit schon kleinste Mengen an Bakterien nachgewiesen wer-
den konnten. Zwar konnte bei Rogers [Rogers et al 2004] und Harris [Harris et al 2007]
eine Aussage Uber die relative Haufigkeit von Bakteriengenera in einer Sputumprobe
gemacht werden, allerdings wurden keine genauen Keimzahlen ermittelt.

In dieser Studie hingegen wurden sowohl fakultative als auch obligate Anaerobier in
hohen Keimzahlen gefunden. Die Keimzahlen von obligaten und fakultativen Anaero-
biern befinden sich in vergleichbaren Groflenordnungen (fakultative Anaerobier: 5,8x
107 + 8,8x 10" KBE/ml; obligate Anaerobier: 1,5x 107 + 3,1x 10’ KBE/ml).

Um eine orale Kontamination auszuschlie®en, wurde mit Rachenabstrichen die Passa-
ge des Sputums durch den Mund-Rachen-Raumes simuliert. Die CF-Patienten husten
das Sputum recht zligig aus, so dass es nicht lange im Oropharynx verweilt. Die Keim-
zahlen der obligaten Anaerobier der Rachenabstriche lagen signifikant unter den ho-
hen Keimzahlen in den Sputumproben und es konnten in nur wenigen Proben (29%)
Uberhaupt obligate Anaerobier identifiziert werden. Zwar werden in der Literatur Keim-
zahlen fiir den Oropharynx mit bis zu 10" Bakterien/ml Exsudat angegeben, aber die-
se Keimzahlen beziehen sich auf den Sulcus gingivalis [Hahn et al 2005]. Es ist nicht
anzunehmen, dass grofe Zahlen von Bakterien des Sulcus gingivalis bei Passage des
Mundraums in das Sputum gelangen. Die sehr hohen Keimzahlen von obligaten Anae-
robiern im Sputum im Gegensatz zu den niedrigen Keimzahlen im Rachenabstrich sind

somit beweisend flr ihre Herkunft aus den unteren Luftwegen.

4.4 Obligate Anaerobier bei anderen Lungenerkrankungen

Es stellt sich die Frage, ob obligate Anaerobier auch bei anderen Lungenerkrankungen

eine Rolle spielen oder ob die Besiedlung mit diesen Bakterien auf Lungen der CF-
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Patienten beschrankt ist. Die gesunde Lunge ist steril. Bakterien, die in die Atemwege
gelangen, werden durch mechanische Barrieren, mukoziliare Clearance, humorale und
zellulare Abwehrmechanismen entfernt [Renz-Polster et al 2004]. Ausserdem kann
davon ausgegangen werden, dass in der gesunden Lunge keine anaeroben Bereiche
zu finden sind und somit anaerobe Bakterien ungiinstige Wachstumsbedingungen vor-
finden.

In einem ml bronchoalveolarer Lavage von nicht CF- erkrankten Kindern befanden sich
in finf von sechs Proben keine obligaten Anaerobier. Diese fuinf Proben waren Proben
von Patienten mit akuten Lungenerkrankungen. Der Patient mit dem positiven Befund
litt an einer chronisch rezidivierenden Pneumonie mit eitrigem Sekret. Es handelt sich
also um eine chronische Lungenerkrankung mit Mucus-Bildung. Es ist denkbar, dass
auch bei anderen chronischen Lungenerkrankungen obligate Anaerobier zu finden
sind, z.B. bei der COPD des Rauchers, wo Sputumbildung und Anaerobiosis wie beim
CF-Patienten wahrscheinlich eine Rolle spielen. Spezifische Antikérper gegen Pr. in-
termedia und Fusobacterium nucleatum sind bei Exazerbationen von chronischen
Bronchitiden gefunden worden [Brook 2002], was flr eine Besiedlung der Lungen die-
ser Patienten mit obligaten Anaerobiern spricht. Auch in BAL-Flissigkeit von COPD-
Patienten wurden obligate Anaerobier der Genera Prevotella, Actinomyces,
Bifidobacterium und Veillonella kultiviert [Chylak et al 2002].

Entscheidend fiir das Vorkommen von obligaten Anaerobiern sind also anaerobe Ver-
haltnisse in Teilen der Lunge, z.B. in Mucusplaques. Dies lasst den Schluss zu, dass
bei akuten Lungenerkrankungen obligate Anaerobier als pathogene Bakterien keine

Rolle spielen, wahrscheinlich aber bei anderen chronischen Lungenerkrankungen.

4.5 Einfluss von i.v. Antibiosen auf Bakterienzahl und
Inflammationsreaktion in CF-Patienten-Lungen

Die Keimzahlen der fakultativen Anaerobier nahmen nach einer i.v. Therapie Uber 14
Tage nicht signifikant ab. Die Abnahme der Keimzahlen ware zu erwarten, da die Anti-
biose auf die jeweiligen fakultativen Anaerobier und ihre Resistenzen abgestimmt war.
Auch die Keimzahlen der obligaten Anaerobier unterschieden sich nach einer i.v. The-
rapie nicht von den vor Therapie bestimmten Keimzahlen. Da der Einfluss der obliga-
ten Anaerobier auf die Lungenerkrankung von CF-Patienten noch weitgehend unklar
ist, ware sowohl ein Abfall, als auch ein Anstieg der Keimzahlen der obligaten Anaero-
bier denkbar gewesen.

Trotzdem profitieren die CF-Patienten von einer i.v. Antibiose. So nimmt zum Beispiel

die FEV1 (Einsekundenkapazitat) der Lunge nach der i.v. Antibiose signifikant zu
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[Chiron et al 2008], was ein Zeichen von verbesserter Lungenfunktion ist [Ren et al,
2006]. Im Sputum von CF-Patienten werden haufig subinhibitorische
Antibiotikakonzentrationen gemessen [Moriarty et al 2007], wahrscheinlich weil Antibio-
tika unter anaeroben Verhaltnissen schlechter wirksam sind [Borriello et al 2004; Park
1992]. Trotzdem ware es denkbar, dass die Antibiotika auf Bakterien, die sich am Ran-
de der Mucusplaques befinden, wirken kénnen. Dort befindet sich noch Sauerstoff, die
Antibiotika sind noch potent und neutrophile Granulozyten kdnnen Sauerstoffradikale
bilden, um Bakterien zu zerstéren. Zudem befinden sich die fakultativen Anaerobier an
der Oberflache der Mucusplaques noch im aeroben Metabolismus und haben somit
noch keine Makrokolonien aus Alginat gebildet und sind noch nicht so gut vor der Pha-
gozytose durch immunologische Zellen geschitzt [Hassett 1996; Matsui et al 2005;
Leid et al 2005]. Die Eindringtiefe von Sauerstoff in den Mucus von CF-Patienten ist
allerdings nicht sehr tief [Worlitzsch et al 2002], und im Inneren des Mucus kdnnen
Antibiotika und Entziindungszellen ihre Wirkung nur noch abgeschwacht entfalten.
Moglicherweise wird durch die Abnahme der Bakterienzahlen im dufBeren Bereich des
Mucus die Inflammationsreaktion des Koérpers auf die Infektion gedampft, da keine
neue Aktivierung von neutrophilen Granulozyten erfolgt. Die Antibiose wirde also zu
einer verminderten Inflammationsreaktion und nicht zu einer nennenswerten Keimzahl-
reduktion flhren, und somit wirde sich die positive Wirkung der i.v. Therapie erklaren
lassen.

Ein spezifischer Entziindungsmarker zur Uberpriifung dieser Hypothese ist noch nicht
gefunden worden [Sagel et al 2007; Downey et al 2007]. Es wurden aber schon mehre-
re Entziindungsmediatoren in Zusammenhang mit Exazerbationen gemessen [Downey
et al 2007]. Beispielsweise spielt IL-8 als Zytokin, welches neutrophile Granulozyten
aktiviert, eine zentrale Rolle im inflammatorischen Prozess der Lungenentziindung bei
CF. So wird postuliert, dass Varianten des IL-8 Gens bei CF-Patienten zu einer unter-
schiedlich starken Inflammationsreaktion flihren [Hillian et al 2008]. Die Ursache fiir die
vermehrte Inflammationsreaktion wére also in einem CF- assoziierten Gendefekt zu
finden. Auch oxidativer Stress in der CF- Lunge soll durch vermehrte Acetylierung zu
einer erhéhten Transkriptionsrate von proinflammatorischen Genen wie dem von IL-8
fuhren [Bartling and Drumm 2008]. Allerdings ist die Forschung auf dem Gebiet der
Inflammation bei der CF-Lungenentziindung sehr vielfaltig und einheitliche Ergebnisse

konnten noch nicht ermittelt werden.
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4.6 Bedeutung obligater Anaerobier fiir die CF-spezifische Lungen-
erkrankung

Die Pathogenitdt von obligaten Anaerobiern ist noch nicht umfassend geklart. Aller-
dings werden obligate Anaerobier immer wieder fir schwerwiegende Erkrankungen,
wie z.B. Endokarditiden und Septikdmien verantwortlich gemacht [Brook and Frazier
2003]. In dieser Studie wird ein mdglicher Ansatz zur Frage der Pathogenitat von obli-
gaten Anaerobiern am Beispiel von Pr. intermedia untersucht. Pr. intermedia wurde
zwar durch das RapID ANA Il System im Sputum der Studienteilnehmer nicht gefun-
den. Auch andere Prevotella-Arten wurden nur dreimal gefunden. Prevotella-Stamme
wurden aber in einigen Studien zu obligaten Anaerobiern im Sputum von CF-Patienten
gefunden [Tunney et al 2008; Rogers et al 2005; Harris et al 2007], und die Bakterien-
spezies ist aus den oben genannten Griinden nicht vordergriindig von Bedeutung. Zu-
dem wurde in dieser Studie der ATCC Stamm Nr. 25611 von Pr. intermedia gewahlt.
ATCC-Stamme sind gut definiert, somit vergleichbar und die Ergebnisse kénnen repro-
duziert werden.

Die in vitro Versuche geben einen Hinweis auf einen Einfluss von Pr. intermedia auf
das Wachstum von P. aeruginosa. So wurden signifikant hdhere Keimzahlen von P.
aeruginosa bei gemeinsamem Wachstum von P. aeruginosa mit Pr. infermedia gezahlt.
Nach 24 Stunden Wachstum hob sich der Unterschied wieder auf, was wahrscheinlich
auf das Erreichen der stationaren Wachstumsphase zurtickzufiihren ist. Da es sich um
eine relativ grobe Untersuchungsmethode handelt, sind weitere Untersuchungen not-
wendig, um diese Ergebnisse zu festigen. Der Pr. intermedia-Uberstand hingegen und
somit seine Stoffwechselprodukte, hatte in dieser Studie keinen sichtbaren Einfluss auf
das Wachstum von P. aeruginosa.

Diese Ergebnisse lassen einen Wachstumsvorteil von P. aeruginosa bei Gegenwart
von obligaten Anaerobiern vermuten. Trotzdem ist nicht auszuschlieRen, dass das
Wachstum von P. aeruginosa in vivo durch obligate Anaerobier auch negativ oder gar

nicht beeinflusst werden kénnte.

Um die Pathogenitat von obligaten Anaerobiern in der Lunge von CF-Patienten weiter
zu erforschen, bieten sich mehrere Anséatze an:

Eine verstarkte Inflammationsreaktion [Konstan 2008; Nichols and Chmiel 2008;
Armstrong et al 1997] kénnte auch durch obligate Anaerobier ausgeldst werden. Es
wurde zeitweise postuliert, dass erhdhte Inflammationsmarker (IL-8, hohe neutrophile
Granulozytenzahlen etc.) in direktem Zusammenhang mit dem Gendefekt bei CF ste-
hen, da auch bei Patienten mit negativen Bakterienkulturen héhere Entziindungsmar-

ker als in der Kontrollgruppe gemessen wurden [Khan et al 1995]. Dementsprechend
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wurde davon ausgegangen, dass es bei CF zu einer Lungeninflammation auch ohne
Infektion kommt. Es wurden aber nur CF- assoziierte Bakterien kultiviert und keine ob-
ligaten Anaerobier [Khan et al 1995]. Es gibt auch Autoren, die die Inflammation nur als
Reaktion auf eine Infektion mit Bakterien betrachten [Armstrong et al 1997]. Diese
These wird durch die vorliegende Arbeit unterstitzt, da gezeigt werden konnte, dass es
sich bei der Lungenerkrankung von CF-Patienten um eine, vor allem im Hinblick auf
obligate Anaerobier, polybakterielle Erkrankung handelt. In unserer Studie wurden in
allen 79 Sputumproben fakultative oder obligate Anaerobier gefunden, dementspre-
chend kénnten wahrscheinlich auch bei allen Patienten erhéhte Inflammationsmarker
gemessen werden.

Méglich wéare aber auch, dass auf eine Besiedlung der CF- Lunge mit fakultativ patho-
genen Bakterien eine verstarkte Inflammationsreaktion auf Grund der genetischen Er-
krankung folgt. Immunologische Abwehrmechanismen konnten durch Anaerobiosis und
Makrokoloniebildung behindert werden und die Atemwegs- schadigende Inflammation
durch  verstarkte  Entzindungsmediatorbildung und  abgeschwéchte  anti-
inflammatorische Reaktionen verstarkt werden. Selbst eine heruntergeregelte Expres-
sion des CFTR-Gens unter Anaerobiosis konnte demonstriert werden [Guimbellot et al
2008].

Im Rahmen der Immunmodulation kénnten obligate Anaerobier bestimmte Botenstoffe
(Chemokine) produzieren, die Entziindungszellen anlocken. Eine Hemmung von Ent-
ziindungszellen oder die Induktion von Apoptose dieser Zellen durch Stoffwechselpro-
dukte von obligaten Anaerobiern ware auch denkbar. Um immunologische Mechanis-
men zu untersuchen, kénnten Entziindungsparameter von CF-Patienten erfasst wer-
den und ein mdglicher Zusammenhang mit dem Vorkommen von obligaten Anaero-
biern untersucht werden. Als Entziindungsparameter werden haufig die Zahlen
neutrophiler Granulozyten, IL-8-Level und die Level der neutrophilen Elastase be-
stimmt [Khan et al 1995]. Der Einfluss von obligaten Anaerobiern auf Entziindungszel-
len kénnte z.B. mit Hilfe von Zellkulturen erforscht werden.

Es ware mdglich, dass obligate Anaerobier besondere Pathogenitatsfaktoren bilden.
So konnten bestimmte Exotoxine oder Enzyme eine Rolle fir die Pathogenitat von ob-
ligaten Anaerobiern spielen. Z. B. bilden Stamme von Pr. intermedia elastolytische
Proteasen [Yanagisawa et al 2006; Shibata et al 2003]. Insbesondere ist die Bildung
von Polysacchariden und somit von Makrokolonien, wie bei P. aeruginosa beobachtet,
denkbar. Einige Actinomyces spp. sind in der Lage, Biofilme zu bilden [Nair et al 2008].
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Damit waren auch obligate Anaerobier vor Phagozytose durch immunologische Zellen

und vor Antibiotika geschuitzt.

Zudem ist die Wirkung von verschiedenen Medikamenten, die CF-Patienten einneh-
men und inhalieren auf obligate Anaerobier noch unklar. Auch die
Antibiotikaempfindlichkeit von obligaten Anaerobiern ist von Interesse, um z.B. i.v. The-
rapien zu optimieren. Zudem koénnte die Selektion von antibiotikaresistenten obligaten
Anaerobiern zu spateren Therapieproblemen fuhren. Fakultative Anaerobier kénnten
ihre Resistenzen auch an obligate Anaerobier weitergeben (horizontaler Gentransfer).

Eventuell dammen obligate Anaerobier die Infektion mit fakultativen Anaerobiern ein.
Stoffwechselprodukte von obligaten Anaerobiern oder Bakterientoxine kénnten das
Wachstum von fakultativen Anaerobiern hemmen und so kénnten fulminante Infektio-
nen vermieden werden.

Um zu untersuchen, ob obligate Anaerobier das Wachstum von fakultativen Anaero-
biern beeinflussen waren weitere Studienmodelle denkbar. Ein Maus-Modell wiirde die
Verhaltnisse in vivo reprasentieren kdnnen und ein Einfluss von obligaten Anaerobiern

auf z.B. P. aeruginosa kdnnte besser erfasst werden.

Wahrscheinlich spielen alle genannten Faktoren in die Pathogenitdtsmechanismen
hinein. Verschiedene Bakteriengenera und -spezies werden unterschiedliche Mecha-
nismen nutzen, um ihre Pathogenitat zu entfalten, andere Bakteriengenera werden nur
einen geringfligig pathogenen Einfluss hervorrufen oder protektiv gegen Uberschie-

Rende Infektionen mit fakultativen Anaerobiern wirken.
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Die chronische Lungenentzindung bei Patienten mit zystischer Fibrose wird haupt-
sachlich fur die stark verringerte Lebenserwartung dieser Patienten verantwortlich ge-
macht. Es wurden bisher einige wenige fakultativ anaerobe Bakterien als Erreger der
chronischen Lungenentziindung angesehen. Nachgewiesene obligat anaerobe Bakte-
rien wurden als Kontamination aus dem Mund-Rachen-Raum angesehen.

Nachdem aber sauerstofffreie Bereiche im Mucus von CF-Patienten festgestellt wur-
den, fiihrte die Suche nach obligat anaerobe Bakterien zu deren Nachweis im Sputum
und auch in der Bronchiallavage von CF-Patienten. Erkenntnisse (iber das Bakterien-
spektrum bei der Lungeninfektion von CF-Patienten und Wissen Uber die Pathogeni-
tatsmechanismen dieser Bakterien sind entscheidend fiir die Therapie dieser Infektion.
Auch die Einflisse von bakteriellen Infektionen auf die Inflammationsreaktionen in der
Lunge von CF-Patienten stellen wichtige Grundlagen fiir die weitere Erforschung von

Therapieansatzen dar.

In der vorliegenden Studie wurden obligate Anaerobier in 79 Sputumproben von 38
CF-Patienten mit dem RaplD Ana lI-System identifiziert und mit Verdinnungsreihen
quantifiziert. Durch die Keimzahlermittlung obligater Anaerobier in Rachenabstrichen
von CF-Patienten wurde die Theorie der oralen Kontamination untersucht. Weiterhin
wurden die Keimzahlen von obligaten und fakultativ anaeroben Bakterien vor und nach

einer Antibiotikatherapie ermittelt.

Zudem wurde ein moglicher Ansatz zur Pathogenitdt von obligaten Anaerobiern am
Beispiel von Prevotella intermedia entwickelt. Es wurde das Wachstum von
Pseudomonas aeruginosa und Pr. intermedia untersucht und mogliche Wechselwir-
kungen wurden durch gemeinsame Bebriitung festgestellt. Hierzu wurden die Wachs-
tumskurven von P. aeruginosa und Pr. intermedia bei separatem sowie bei gemeinsa-
mem Wachstum ermittelt. Um den Einfluss von Stoffwechselprodukten von Pr. inter-
media auf das Wachstum von P. aeruginosa zu untersuchen, wurde P. aeruginosa mit

Pr. intermedia Uberstand bebriitet.

Bei 86,9% der 38 Patienten konnten mindestens einmal obligate Anaerobier im Sputum
identifiziert werden. Die haufigsten gefundenen obligaten Anaerobier waren
Staphylococcus saccharolyticus (29,6%), Peptostreptococcus spp. (13,9%),
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Clostridium spp. (10,4%), Veillonella spp (9,6%) und Actinomyces spp (8,7%). Es wur-
den in 79 Sputumproben hohe Keimzahlen von fakultativen Anaerobiern (5,8x 10" *
8,8x 107" KBE/ml) und obligaten Anaerobiern (1,6x 107 £ 3,1x 10’ KBE/ml) gezéhlt. Eine
orale Kontamination konnte durch den Vergleich mit Keimzahlen von Rachenabstri-
chen von sieben CF-Patienten (1,0x 10* + 1,4x 10* KBE/ml) ausgeschlossen werden.
Zudem wurden nur bei 31% dieser Rachenabstriche Uberhaupt obligate Anaerobier

gefunden.

Vor und nach 14tagiger i.v. Antibiose konnte keine signifikante Keimzahlanderung bei
acht CF-Patienten festgestellt werden. Dies galt sowohl fiir die Keimzahlen der fakulta-
tiven, als auch der obligaten Anaerobier. Mdglicherweise ist die Wirkung dieser Thera-

pie auf eine verminderte Inflammationsreaktion nach Antibiotikagabe zuriickzufiihren.

Die Besiedlung mit obligat aneroben Bakterien erfolgt offenbar schon im Kindesalter.
Bei 66% der untersuchten Sputumproben padiatrischer CF- Patienten wurden obligat

anerobe Bakterien in hohen Keimzahlen nachgewiesen.

Bei akuten Lungenerkrankungen spielen obligate Anaerobier offenbar keine Rolle. Nur
bei chronischen Lungenerkrankungen mit Sputumproduktion sind obligate Anaerobier
zu finden. So konnten in finf von sechs BAL-Flissigkeiten von Kindern ohne CF keine
obligaten Anaerobier nachgewiesen werden. Lediglich bei dem sechsten Patient (er
hatte eine chronisch rezidivierende Pneumonie mit Sekretbildung) fanden sich obligate

Anaerobier in niedrigen Keimzahlen.

Der Einfluss obligater Anaerobier auf die chronische Lungeninfektion der CF-Patienten
ist weiterhin unklar. In dieser Studie fand sich ein Hinweis, dass obligate Anaerobier
moglicherweise das Wachstum von P. aeruginosa férdern. Es fanden sich signifikante
Unterschiede zwischen den Wachstumskurven von P. aeruginosa mit und ohne Pr.
intermedia. Womdglich hat P. aeruginosa einen Wachstumsvorteil in Anwesenheit von

Pr. intermedia.

Weitere Studien konnten zeigen, ob obligate Anaerobier die Inflammationsreaktion in
den Lungen von CF-Patienten beeinflussen. AuRerdem ist die Produktion von Patho-
genitatsfaktoren von obligaten Anaerobiern, z.B. Enzyme oder Exotoxine noch wenig

erforscht.
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Tabelle 6: Keimzahlen und Bakteriearten von 79 Sputumproben von 38 CF-Patienten. K:
Kinder
Probe | fakultative Keimzahl | Summe Obligate Keimzahl | Summe
Nr. Anaerobier fakultative | Anaerobier obligate
Anaero- Anaero-
bier/ Probe bier/Probe
70 | P. aeruginosa 9,00X10° 9,00X10° | L. jensenii 3,00X10° 8,00X10°
Capnocytophaga 2,00X10°
sp
C. hastiforme 2,00X10°
Mob. curtisii 1,00X10°
32 | P. aeruginosa 2,00X10° 2,60X10°
S. aureus 6,00X10”
37 | P. aeruginosa 4,00X107 8,00X10’
S. aureus 4,00X107
60 | P. aeruginosa 6,00X107 6,80X10’
S. aureus 8,00X10°
82 | P. aeruginosa 2,50X10" 3,50X107
S. aureus 1,00X107
111 | P. aeruginosa 3,00X10° 3,10X10°
S. aureus 1,00X10"
52 | P. aeruginosa 5,00X10° 5,00X10° | Veillonella spp 2,00X10° 4,60X10°
Ps. prevotii 1,00X10°
Gemella 1,00X10°
morbillorum
S. saccharolyticus 6,00X10°
61 | S. maltophilia 1,20X10° 1,20X10° | S. saccharolyticus 1,00X10° 2,00X10°
Clostridium sp 1,00X10°
94 | P. aeruginosa 1,00X107 1,05X10" | S. saccharolyticus 5,00X10° |  5,50X10°
Strept. spp 5,00X10° Mob. mulieris 5,00X10°
97 | S. aureus 2,00X10° 2,00X10°
38 | S. aureus 2,00X107 2,00X10’
40 | S. aureus 3,00X10° 3,00X10° | Ps. prevotii 3,00X10° 3,00X10°
43 | S. aureus 6,00X10° 6,00X10° | Ps. prevotii 3,00X10° | 3,00X10°
83 | S. aureus 3,00X107 3,00X10” | S. saccharolyticus 1,00X10° 1,00X10°
91 | Strept. spp 1,50X10° 1,52X10° | S. saccharolyticus 1,00X10° 1,50X10°
Strept. spp 1,50x10° Fusobacterium sp 5,00X10°
Stomatococcus | 5,00X10°
mucilaginosus/
Andere
34 | S. epidermidis/ | 9,00X10” 9,00X10” | A. odontolyticus 2,00X10° | 2,90X10°
Andere
E. limosum 9,00X10°
87 2,00X10” | A. odontolyticus 1,00X10° 1,40X10°
S. maltophilia 2,00X10’ L. jensenii 4,00X10°
99 | Klebsiella 5,00X10° 7,50X10° | S. saccharolyticus 5,00X10° 6,00X10°
pneumoniae/
Andere
S. aureus 5,00X10° Mob. mulieris 1,00X10°
Strept. spp 2,00X10°
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Probe | fakultative Keimzahl | Summe Obligate Keimzahl | Summe
Nr. Anaerobier fakultative | Anaerobier obligate
Anaero- Anaero-
bier/Probe bier/Probe
112 | P. aeruginosa 3,00X10° 1,30X10° | A. turicensis 4,00X10’ 4,40X10’
Strept. spp 1,00X10° Veillonella spp 1,50X10°
S. saccharolyticus 2,50X10°
81 | S. aureus 5,00X10° 5,20X10° | S. saccharolyticus 2,00X10° 2,00X10°
Strept. spp 2,00X10°
102 | S. aureus 5,00X10° 1,25X10" | S. saccharolyticus 4,00X10° 1,35X107
Strept. spp 5,00X10° F. necrophorum 4,50X10°
Strept. spp 2,50X10° Capnocytophaga 5,00X10°
sp
46 | S. auricularis/ 2,00X10° 2,00X10° | Ps. prevotii 1,00X10° 1,00X10°
Andere
90 | P. aeruginosa 2,00X10’ 2,00X10" | S. saccharolyticus 2,50X10° | 2,50X10°
57 | P. aeruginosa 3,00X10" 3,00X107
85 | P. aeruginosa 1,50X10° 8,10X10° | Prop. propionicus 5,00X10° | 6,50X10°
S. epidermidis/ | 4,00X10° Mob. curtisii 1,50X10°
Andere
S. capitis/ 4,50X10°
Andere
Strept. spp 3,50X10°
69 | P. aeruginosa 2,00X10" 2,00X10" | L. fermentum 1,00X10° 1,00X10°
78 | P. aeruginosa 3,00X10° 3,00X10°
98 | P. aeruginosa 1,00X10° 1,00X10° 5,00X10” 1,01X10°
C. perfringens 5,00X10"
F. necrophorum 5,00X10°
58 | P. aeruginosa 3,00X10" 3,00X10" | Veillonella spp 4,00X10° 4,00X10°
64 | P. aeruginosa 1,00X10° 1,00X10° | A. turicensis 5,00X10° 5,00X10°
86 | P. aeruginosa 5,00X10° 5,00X10° | S. saccharolyticus 4,00X10° 4,00X10°
47 | S. maltophilia 4,50X10° 4,50X10° | S. saccharolyticus 8,00X10° |  8,00X10°
67 | S. maltophilia 1,00X10° 1,00X10° | C. innocuum 1,00X10° | 2,00Xx10°
C. difficile 1,00X10°
115 | Stomatococcus | 1,50X10° 1,15X10" | S. saccharolyticus 8,50X10° |  8,50X10°
mucilaginosus/
Andere
Strept. spp 1,50X10°
Strept. spp 8,50X10°
53 | S. aureus 1,50X10" 1,50X10" | Ps. prevotii 1,00X10° 2,10X10"
S. saccharolyticus 2,00X107
66 | S. aureus 3,00X10° 3,00X10° | A. turicensis 3,00X10° 6,00X10°
Wolinella sp. 1,00X10°
S. saccharolyticus 2,00X10°
77 | S. aureus 2,00X10° 2,00X10° | Ps. tetradius 1,00X10° 2,60X10°
S. saccharolyticus 5,00X10°
Ps. prevotii 5,00X10°
C. butyricum 6,00X10°
79 | Strept. spp 1,50X10° 1,50X10° | S. saccharolyticus 5,00X10° |  5,00X10°
89 | P. aeruginosa 3,00X10" 3,00X10" | Ps. prevotii 3,00X10° |  4,50X10°
Capnocytophaga 1,50X10°
sp
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Probe | fakultative Keimzahl | Summe Obligate Keimzahl | Summe
Nr. Anaerobier fakultative | Anaerobier obligate
Anaero- Anaero-
bier/Probe bier/Probe
44 | S. aureus 5,00X10° 5,00X10° | Veillonella spp 1,00X10° 3,00X10°
A. turicensis 2,00X10°
45 | S. aureus 7,00X10" 7,00X10 | S. saccharolyticus 1,00X10° 1,00X10°
56 | Flavimonas 1,00X10° 1,00X10°
oryzihabitans/
Andere
76 | S. aureus 1,00X10° 1,00X10° | S. saccharolyticus 3,00X10° 3,00X10°
80 | S. aureus 4,00X10° 4,00X10°
101 | S. aureus 1,00X10° 1,50X10° | S. saccharolyticus 1,50X10° 2,50X10°
Micrococcus 5,00X10° Gemella 1,00X10°
luteus morbillorum
106 | Eikenella 1,00X10° 1,01X10° | Mob. mulieris 5,00X10° 5,00X10°
corrodens/
Andere
P. aeruginosa 1,00X10°
49 | S. aureus 8,00X10° 8,00X10° | A. turicensis 5,00X10° 1,50X10°
Capnocytophaga 1,00X10°
sp
75 | P. aeruginosa 7,00X10° 3,70X10° | S. saccharolyticus 3,00X10° | 3,00X10°
S. aureus 3,00X10°
48 | P. aeruginosa 4,00X10° 4,00X10°
74 | P. aeruginosa 2,00X10° 2,00X10° | Veillonella spp 1,00X10° 1,00X10°
55 | B. cepacia 2,00X10° 2,00X10° | Veillonella spp 1,00X10° | 3,20X10°
C. innocuum 2,00X10°
Ps. prevotii 1,00X10°
S. saccharolyticus 1,00X10°
59 | B. cepacia 1,00X10° 2,00X10° | A. turicensis 1,00X10° | 2,00Xx10°
Strept. spp 1,00X10° Wolinella sp. 1,00X10°
68 | B. cepacia 1,00X10" 1,06X10” | A. odontolyticus 1,00X10° 3,70X10°
Strept. spp 6,00X10° C. difficile 1,00X10°
Ps. anaerobius 1,00X10°
Veillonella spp 3,00X10°
S. saccharolyticus 4,00X10°
108 | B. cepacia 1,00X10° 1,10X10° | S. saccharolyticus 5,00X10° |  7,50X10°
Strept. spp 1,00X10” Mob. mulieris 1,00X10°
A. odontolyticus 5,00X10°
Gemella 1,00X10°
morbillorum
51 | S. epidermidis/ 7,00X10° 8,80X10° | Veillonella spp 4,00X10° | 7,00X10°
Andere
Strept. spp 1,50X10° Pr. melaninogenica | 2,00X10°
Stomatococcus | 3,00X10° S. saccharolyticus 1,00X10°
mucilaginosus/
Andere
72 | P. aeruginosa 7,00X10’ 7,00X107
88 | P. aeruginosa 3,00X10° 3,00X10°
114 | P. aeruginosa 6,50X10’ 6,60X10”
Strept. spp 1,00X10°
50 | P. aeruginosa 5,00X107 5,00X10 | Ps. micros 5,00X107 5,00X107
63 | P. aeruginosa 1,00X10° 1,00X10° | Pr. melaninogenica | 2,00X10’ 3,00X10"
S. saccharolyticus 1,00X10"
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Probe | fakulative Keimzahl | Summe Obligate Keimzahl | Summe
Nr. Anaerobier fakultative | Anaerobier obligate
Anaero- Anaero-
bier/Probe bier/Probe
107 | P. aeruginosa 5,00X10’ 5,00X107
54 | P. aeruginosa 4,00X10° | 4,00X10° | B. tectum 4,00X10° | 5,00X10°
Veillonella spp 1,00X10°
93 | P. aeruginosa 2,50X10° 2,51X10° | S. saccharolyticus 3,00X10° 3,00X10°
P. fluorescens/ 5,00X10°
Andere
Strept. spp 5,00X10°
92 | P. aeruginosa 2,00X10° 2,00X10° | C. sporogens 1,00X10’ 1,90X10’
S. saccharolyticus 2,00X10°
Capnocytophaga 7,00X10°
sp
39 | B. gladioli/ 2,00X10° 2,00X10% | Ps. prevotii 1,00X10° 1,00X10°
Andere
S. epidermidis/ 7,00X10”
Andere
62 | P. aeruginosa 6,00X107 6,00X10 | C. hastiforme 5,00X107 1,50X10°
Gemella 2,00X10°
morbillorum
B. ureolyticus 1,00X10°
33 | P. aeruginosa 2,00X10° 2,00X10°
36 | P. aeruginosa 6,00X10’ 6,00X10’
110 | B. cepacia 5,00X10° 2,57X10° | Ps. tetradius 7,00X10° 1,10X107
P. aeruginosa 2,00X10° S. saccharolyticus 4,00X10°
Strept. spp 7,00X10°
95 K | Strept. 5,00X10° 5,00X10% | Ps. anaerobius 2,00X10° | 3,00X10°
salivarius
S. saccharolyticus 1,00X10°
30K | S. aureus 2,00X10° 2,00X10° | Veillonella spp 1,00X10° 1,00X10°
35K | S. aureus 5,00X10° 5,00X10°
P. fluorescens 5,00X10° 5,00X10°
84 K | Pasteurella 3,50X10° 5,00X10° | S. saccharolyticus 1,00X10’ 2,00X107
multocida
Strept. sanguis 1,00X10° Ps. prevotii 5,00X10°
Shigella 5,00X10° Veillonella spp 5,00X10°
dysenteriae
41K | Strept. 1,00X10° 1,00X10°
pneumoniae
65 K | S. aureus 3,00X10° 3,00X105
42K | S. aureus 1,00X107 1,00X10" | S. saccharolyticus 1,00X10° 1,00X10°
96 K | Comanons 1,00X10° 1,55X10° | Ps. prevotii 2,00X10" 6,05X10"
acidovorans
Strept. 5,00X10" C. difficile 3,00X10’
pneumoniae
Stomatococcus 5,00X10° Wolinella spp 5,00X10°
mucilaginosus
S. saccharolyticus 5,00X10°
C. hastiforme 5,00X10°
113 K | Strept. 1,00X10" 1,20X10" | S. saccharolyticus 1,00X10’ 4,50X10’
salivarius
Micrococcus 1,00X10° Capnocytophaga 3,50X10’
luteus sp
Stomatococcus 1,00X10°

mucilaginosus
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1. Die chronische Lungenentziindung bei Patienten mit Mukoviszidose (synonym: zys-

tische Fibrose, CF) ist die Hauptursache fir deren stark verringerte Lebenserwartung.

2. Bei der chronischen Lungenentziindung wird in den Atemwegen der CF-Patienten

eine groRe Menge von zahem Mucus gebildet, der sauerstofffrei (anaerob) ist.

3. Fir die chronische Lungeninfektion werden hauptsachlich fakultative Anaerobier wie

Pseudomonas aeruginosa oder Staphylococcus aureus verantwortlich gemacht.

4. In drei aktuellen Studien werden auch obligate Anaerobier in der Lunge von CF-

Patienten nachgewiesen.

5. Es liegt allerdings kein Beweis fiir eine Vermehrung der obligaten Anaerobier in der
Lunge der Patienten vor, weswegen sie haufig als Kontamination aus dem Mund-

Rachen-Raum betrachtet werden.

6. In der vorliegenden Arbeit werden obligate Anaerobier identifiziert, quantifiziert, und
ihre Herkunft wird aufgeklart. Ein méglicher Mechanismus zur pathogenetischen Be-

deutung der obligaten Anaerobier wird untersucht.

7. In 73,4% der Sputumproben und bei 86,9% der Patienten sind obligate Anaerobier
zu finden. Diese verteilen sich auf Staphylococcus saccharolyticus (29,6%),
Peptostreptococcus spp. (13,9%), Clostridium spp. (10,4%), Veillonella spp (9,6%) und
Actinomyces spp (8,7%).

8. Die obligaten Anaerobier sind in hohen Keimzahlen vorhanden (1,6x 107 + 3,1x 107
KBE/mI). Diese Keimzahlen liegen in der gleichen GréRenordnung wie diejenigen der
fakultativen Anaerobier (5,8x 107 + 8,8x 10" KBE/ml).

9. In Rachenabstrichen von CF-Patienten werden in nur 31% der Proben Uberhaupt
obligate Anaerobier gefunden. Die Keimzahlen liegen um 3 Zehnerpotenzen niedriger
als in den Sputumproben, womit eine orale Kontamination der Sputumproben mit obli-

gaten Anaerobiern weitgehend ausgeschlossen werden kann.
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10. Nach i.v.-Therapie mit Antibiotika auf Grund von Exazerbationen sind in dieser
Studie keine signifikanten Keimzahlanderungen der fakultativen und obligaten Anaero-
bier festzustellen. Dies ist wahrscheinlich auf die stark reduzierte Wirkung der Antibioti-

ka unter Sauerstoffmangel zurtickzufiihren.
11. Bei akuten Lungenerkrankungen spielen obligate Anaerobier keine Rolle. Nur bei
chronischen Lungenerkrankungen mit Sputumproduktion sind obligate Anaerobier zu

finden.

12. Mdoglicherweise bewirkt Prevotella intermedia bei gemeinsamer Inkubation mit

Pseudomonas aeruginosa einen Wachstumsvorteil fiir Pseudomonaden.

13. Das Ausmald der Beteiligung von obligaten Anaerobiern an der chronischen Lun-

genentziindung bei CF-Patienten ist weiterhin unklar.
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