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Kurzreferat

Kurzreferat

Neben den fakultativ anaeroben Bakterien wie Pseudomonas aeruginosa und
Staphylococcus aureus kdénnen auch obligat anaerobe Keime bei der chronischen
Lungeninfektion bei Patienten mit cystischer Fibrose (CF) vorkommen. Innerhalb dieser
Studie wurden insgesamt 92 Sputumproben von 31 Erwachsenen und 8 Kindern mit CF
auf das Vorhandensein von obligaten Anaerobiern untersucht. Bei fast allen CF-
Patienten (93,5% der Erwachsenen, 75,0% der Kinder) wurde eine Vielzahl unterschied-
licher obligater Anaerobier (15 Genera, 35 Spezies) gefunden. Erstmals konnte
demonstriert werden, dass diese Mikroorganismen in hohen Zahlen (1,3 x 10" 5,6 x 10’
KBE/ml) vorliegen. Identische Keimarten konnten bis zu 11 Monate lang bei einem
Patienten nachgewiesen werden. Die Resistenzbestimmung ergab eine gute
Wirksamkeit von Meropenem (lediglich 3,6% resistente Stdmme), reduzierte Wirkung
von Piperazillin/Tazobactam (22,3%) und Clindamycin (23,7%), wahrend Metronidazol
(46,0%) und Ceftazidim (49,6%) erheblich schlechter wirkten. Nach Therapie von
Exazerbationen verbesserten sich die Lungenfunktionsparameter der CF-Patienten
signifikant, wahrend sich die Keimzahlen im Sputum nicht veradnderten. Bei 58% der
Patienten mit Exazerbationen waren nach Therapie resistente obligate Anaerobier
nachweisbar, was die unveranderten Keimzahlen erklart. In Rachenabstrichen waren die
Keimzahlen um mehr als drei Zehnerpotenzen niedriger als im Sputum. Dies spricht
eindeutig fur eine Vermehrung der Bakterien im CF-Sputum. Bei Patienten mit akuten
Lungenentziindungen waren dagegen keine obligaten Anaerobier nachweisbar, was die
Spezifitdt dieser Keime flir chronische Lungeninfektionen betont. Das AusmaB der
Beteiligung der obligaten Anaerobier an der Pathogenese der chronischen Lungen-
infektionen ist noch nicht bekannt. Mdglicherweise kann eine Therapie mit spezifischen
Antibiotika, die auch gegen obligate Anaerobier wirksam sind, die Behandlung der
chronischen CF-Lungeninfektion und somit auch die Lebenserwartung der CF-Patienten
verbessern. Die wichtigste Konsequenz der vorliegenden Arbeit besteht aber darin, dass
alle zukinftigen Untersuchungen zur Pathogenese der chronischen Lungeninfektionen
bei CF das obligatorische Vorkommen von obligaten Anaerobiern berlcksichtigen

mussen.

Bibliographische Angaben: Rintelen, Claudia: Obligat anaerobe Bakterien in den Lungen von
Patienten mit Cystischer Fibrose. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 71 Seiten, 2009
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1 Einleitung
1.1 Cystische Fibrose

Die cystische Fibrose (Cystic fibrosis, CF, Synonym: Mukoviszidose) ist eine autosomal-
rezessiv erbliche Krankheit. Mit einer Inzidenz von 1:2.500 Neugeborenen gilt sie als die
haufigste schwerwiegende angeborene Stoffwechselerkrankung der westlichen Industrie-
nationen [Ratjen und D&éring 2003; Gibson et al. 2003]. In Afrika (1:17.000) und Asien
(1:90.000) kommt die cystische Fibrose wesentlich seltener vor [Gibson et al. 2003].

Im Jahr 1989 wurde das CF verursachende Gen auf dem langen Arm des Chromosoms
7 entdeckt [Riordan et al. 1989]. Dieses codiert fir ein Protein, welches als cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) bezeichnet wird und als Chloridkanal in
normalen schleimsezernierenden Epithelien fungiert [Riordan et al. 1989]. Bis heute
wurden Uber 1.500 verschiedene Mutationen des CFTR-Gens gefunden [The Cystic
Fibrosis Genetic Analysis Consortium. Cystic Fibrosis Mutation Data base.
http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, Zugriff im Oktober 2008].

Der Verlauf und die sich bereits im Sauglings- oder Kindesalter manifestierenden
Symptome bei CF sind je nach Schwere der Mutation mehr oder weniger stark
ausgepragt. Abhangig von der Mutation fehlt das CFTR-Protein ganz an der
Zelloberflache, es ist fehlerhaft ausgebildet oder es wird nur sehr geringfligig exprimiert.
Es resultiert ein pathologischer lonenfluss [Matsui et al. 1998], der dazu fihrt, dass alle
exokrinen Driisen im Organismus ein dehydriertes und hochviskdses Sekret absondern
[Welsh und Ramsey 2001]. Die Folgen dieser Multiorganerkrankung zeigen sich vor
allem in einer Dysfunktion von Lunge, Pankreas, Leber, SchweiBdrisen und den Ductuli
deferentes [Ratjen und Déring 2003; Gibson et al. 2003].

In der Lunge erfolgt die Absonderung eines zahen, dickflissigen Schleims, der sich auf
den Schleimhduten des Respirationstraktes festsetzt. Die entstandene Sekretretention
fihrt in den Atemwegen zu chronisch-bakteriellen Infektionen und persistierenden
Entziindungen, deren Folge ein cystisch-fibrotischer Umbau des Lungenparenchyms mit
chronischem Husten, Bronchiektasen- und Atelektasenbildung ist. Durch die hochgradige
Atemwegsobstruktion schreitet der Lungenfunktionsverlust voran, und der GroBteil der
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Patienten stirbt an zunehmender Ateminsuffizienz [Ratjen und Déring 2003; Gibson et al.
2003].

Wahrend die meisten extrapulmonalen klinischen Manifestationen der Krankheit
heutzutage erfolgreich behandelt werden kénnen, bleibt der wichtigste Grund flir den
vorzeitigen Tod bei CF die chronische Lungeninfektion [Welsh und Ramsey 1998;
Gibson et al. 2003; Ratjen und Déring 2003]. Der Hauptinfektionserreger ist
Pseudomonas aeruginosa [Heiby und Koch 1990], ein gramnegatives Bakterium, das
intraluminal in den CF-Atemwegen lokalisiert ist [Worlitzsch et al. 2002]. Die Patienten
mit dem Krankheitsbild CF haben heutzutage eine erheblich bessere Prognose als noch
vor wenigen Jahren [Cystic Fibrosis Foundation. Cystic Fibrosis Foundation Patient
Registry Annual Report 2006. Bethesda: Cystic Fibrosis Foundation, 2007]. lhre mittlere
Lebenserwartung liegt aber immer noch bei weniger als 35 Jahren [Lyczak et al. 2002].
Trotz der Entwicklung von neuen und erfolgreichen Diagnose- und Behandlungs-
methoden wie zum Beispiel der Frihbehandlung der P. aeruginosa-Infektion [Déring et
al. 2004; Taccetti et al. 2005] oder vielversprechenden neuen Therapieansatzen wie der
Impfung gegen P. aeruginosa [Doéring et al. 2007] und trotz Einsatz einer breiten Palette
von verschiedensten Antibiotika bleibt CF nach wie vor eine schwere und potentiell
tédliche Krankheit [Valerius et al. 1991; Ratjen und Déring 2003].

Die derzeitige Behandlung wirkt nur symptomatisch, nicht ursachlich heilend. Deshalb
sind genauere Untersuchungen und Beschreibungen der pathophysiologischen
Mechanismen, die den chronischen Lungeninfektionen bei CF zugrunde liegen,
wesentlich, um langerfristig die Therapie verbessern zu kdénnen und damit die

Lebenserwartung der Menschen mit CF zu erhéhen.

1.2  Chronisch bakterielle Lungeninfektion bei CF

Die Lunge von Patienten mit CF wird von rezidivierenden Atemwegsinfekien
heimgesucht, die das Gewebe dauerhaft schadigen [Valerius et al. 1991; Koch und
Haiby 1993]. Charakteristisch fir die Erkrankung ist die Keimbesiedlung der Lunge mit
den fakultativen Anaerobiern P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, Burkholderia
cepacia complex-Bakterien und Haemophilus influenzae. Fakultative Anaerobier sind
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Bakterien, die sich an wechselnde Umweltbedingungen anpassen und sowohl aerob als
auch anaerob metabolisieren kdnnen [Koneman et al. 1997]. Bei mikrobiologischen
Untersuchungen des Sputums von CF-Patienten mit einer chronischen Lungeninfektion
sind die genannten fakultativ anaeroben Bakterien die am haufigsten isolierten Keime
[Koch und Hgiby 1993; Ratjen 2001]. Diese Keime verursachen mit ansteigendem Alter
zunehmend haufig die schweren chronischen Atemwegsinfektionen mit begleitender
Entzindung, die mit einem irreversiblen Lungenfunktionsverlust einhergehen [Koch und
Haiby 1993]. Initial wird die CF-Lunge Uberwiegend mit S. aureus und H. influenzae
besiedelt. Mit zunehmendem Alter der CF-Patienten [Koch und Hgiby 1993] dominieren
und persistieren die P. aeruginosa-Infektionen (Abb. 1.1).

100
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§ 80
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2
S5 60
]
© S. aureus
€ 40
[5)
o
= H. influenza
e 20
B. cepacia
0 | S. maltophilia
Obis1 2bis5 6 bis 1011 bis 17 18 bis 24 25 bis 34 35 bis 44 45+

Alter

Abbildung 1.1: Altersverteilung der bakteriellen Besiedlung der Lunge von CF-Patienten
(nach [Koch und Hgiby 1993]).

Bei Vorhandensein eines intakten, respiratorischen Epithels bei Gesunden kommt es in
der Regel nicht zur Kolonisation und Vermehrung von aeroben oder fakultativ bzw.
obligat anaeroben Keimen. Eine bakterielle Infektion ist selten, da die Atemwege durch
einen Selbstreinigungsprozess (mukoziliare Clearance) des Flimmerepithels freigehalten
werden. Auf einem gesunden Atemwegsepithel befindet sich eine diinne, niedrig-viskése
Schleimschicht (airway surface liquid, ASL) Uber der perizilidren FlUssigkeitszone, die
Uber eine effiziente Clearance durch die Zilien gereinigt wird. Der normale epitheliale
Sauerstoffverbrauch erzeugt keinen Sauerstoffgradienten innerhalb des ASL, der Sauer-
stoffpartialdruck ist hoch und ein normaler Gasaustausch kann stattfinden (Abb. 1.2a).
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Bei einem an CF erkrankten Patienten ist der nach auBen gerichtete Chlorid-lonen-Strom
an der apikalen Zellmembran der Epithelzelle gestért. Es resultiert ein vermehrter Influx
von Natrium-lonen. Der Wassergehalt der Sekrete ist sehr niedrig, und der Schleim wird
extrem viskds (Abb. 1.2b). Zusatzlich fihrt nach Matsui et al. (1998) der Defekt im CFTR
zur Volumenreduktion der ASL, und der hoch-viskése Schleim verfestigt sich auf den
Epitheloberflachen (Mukusplaques). Die mukozilidre Clearance wird behindert und durch
die andauernde Mukussekretion kommt es zur Sekretretention (Abb. 1.2c). Die mit den
eingeatmeten Aerosoltrépfchen aufgenommenen Bakterien setzen sich an der hoch-
viskdsen Oberflache ab und dringen innerhalb kurzer Zeit in die mukdse Schicht ein
(Abb. 1.2d). In dem hypoxischen Milieu ist die Bakterienadharenz erleichtert [Boucher
1999] und eine chronische Besiedlung der CF-Lunge mit Bakterien, besonders mit P,
aeruginosa ist moéglich. Der abnehmende Sauerstoffpartialdruck hat viele verschiedene
Folgen fur die chronische Lungeninfektion: Es bilden sich eitrige Mukuspfropfe, die
einzelne Bronchien der Lunge verstopfen. Innerhalb des Mukus wird langsam ein
Sauerstoffgradient aufgebaut (Abb. 1.2e), und in dem resultierenden Sputum entstehen
anaerobe Bereiche mit sehr steilen Sauerstoffgradienten (Abb. 1.2f). In diesem
anaeroben Sputum liegt P. aeruginosa in Form von Mikrokolonien (dreidimensionaler
Biofilm) vor (Abb. 1.2f).
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Abbildung 1.2: Darstellung der chronischen P. aeruginosa-Infektion in der CF-Lunge
(nach [Worlitzsch et al. 2002]; pO.=Sauerstoffpartialdruck, NL=normale Clearance,
Qoz=epithelialer Sauerstoffquotient).

Im Folgenden sei auf mehrere im letzten Absatz eingeflhrte Begriffe im Detall
eingegangen:

Der Biofilm ist definiert als ein strukturierter, bakterieller Zellverband, der von einer

gemeinsamen Matrix umgeben ist, die biochemisch vorwiegend aus Exopoly-
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sacchariden besteht [Costerton 1995]. Einige Bakterien kdnnen sowohl in Form
planktonischer Zellen als auch in Form eines Biofilms vorkommen [Costerton 1995;
O’Toole et al. 2000]. In der Lunge von Patienten mit CF werden die Bakterien durch die
ansteigende Hypoxie nicht mehr ausreichend aus dem Respirationstrakt eliminiert.
Pathogene Bakterien, wie P. aeruginosa, kénnen sich auf der Oberflaiche des
Atemwegsepithels festsetzen und dort als Biofilme wachsen [Worlitzsch et al. 2002]. Die
Sauerstoffkonzentration in den entstehenden bakteriellen Biofilmen nimmt langsam ab
[Costerton 2002; Yoon et al. 2002; Borriello et al. 2004], eine Anaerobiose entsteht. Sie
wird durch den Sauerstoffverbrauch der eindringenden Bakterien, der Abwehrzellen des
Immunsystems und den Zellen des Atemwegsepithels verursacht [Worlitzsch et al.
2002].

Diese zunehmend anaerob werdende Umgebung fordert von den ortsstandigen
Bakterien eine groBe Umstellung. Zwar koénnen Bakterien unter unginstigen
Umweltbedingungen Gberleben, indem sie Uber Regulatorgene ihr Virulenzverhalten und
ihren Phanotyp &andern [Mekalanos 1992]. Aber um optimal unter wechselnden
Umweltbedingungen existieren zu kénnen, bedarf es auch fir Mikroorganismen
zahlreicher Adaptationen, woraus dann ein neuer, umweltresistenterer Phanotyp
resultiert [Darwin 1859].

Auch P. aeruginosa stellt sich auf die wechselnden Bedingungen in den Mukusplaques
ein: Um in der zunehmend anaerob werdenden Umgebung existieren zu kénnen,
reagiert P. aeruginosa nach einigen Jahren in der CF-Lunge mit der Ausbildung von
stabilen Alginat-produzierenden Genotypen [Bragonzi et al. 2005]. Alginat besteht aus
Polyuronsaurekomplexen, die aus den beim Menschen nicht vorkommenden
Guluronsauren und Mannuronsduren zusammengesetzt sind [May 1994]. Die
Alginatproduktion des fakultativen Keims kann durch verschiedene umweltbedingte
Stressfaktoren wie Sauerstoffradikale [Hassett 1996], H.O., [Mathee et al. 1999],
Temperatur [Schurr und Deretic 1997] oder Osmose [Firoved et al. 2002] induziert
werden, wie dies in vitro-Tests an P. aeruginosa zeigten. Nur wenige dieser Faktoren
haben eine bedeutende Rolle fiir das Verstdndnis des Pathomechanismus der
chronischen Lungeninfektion bei CF. So ist H,O, zum Beispiel nicht fur die Ausbildung
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des stabilen mukoiden Phéanotyps von P. aeruginosa verantwortlich. Die H>O,-
Konzentration in den Atemkondensaten von CF-Patienten und Gesunden weist keine
signifikanten Unterschiede auf [Worlitzsch et al. 1998]. Durch Messungen mittels einer
Sauerstoffsonde in vivo wurde im Gegensatz dazu gezeigt, dass der Sauerstoff-
partialdruck in der ASL der Atemwege von CF-Patienten stark reduziert ist [Worlitzsch et
al. 2002]. Auch in vitro bewirkt Anaerobiosis eine erhebliche Induktion der
Alginatproduktion [Worlitzsch et al. 2002]. Die Uberm&Bige Alginatproduktion kann
deshalb als Stressantwort auf die zunehmende Hypoxie betrachtet werden.

Auch andere bei CF vorkommende fakultative Anaerobier reagieren auf die Anaerobiose
mit einer gesteigerten Produktion von Exopolysacchariden: S. aureus produziert ein
interzellulares Polysaccharid (polysaccharide intercellular adhesin, PIA) [McKenney et al.
1999; Ulrich et al. 2007] und der GroBteil der B. cepacia complex-Bakterien generiert
Exopolysaccharide [Cescutti et al. 2000; Conway et al. 2002; Sousa et al. 2007]. Die
Bakterien umgeben sich mit einem Exopolysaccharidmantel und lagern sich zu
Makrokolonien (oder auch dreidimensionalen Biofilmen) zusammen. Der Exopoly-
saccharidmantel ermdglicht den Bakterien, an Oberflachen zu adharieren und dort zu
wachsen [Costerton et al. 1999].

Der dreidimensionale Biofilm schiitzt die eindringenden Erreger auch vor dem
menschlichen Immunsystem [Worlitzsch et al. 2002; Leid et al. 2005]. Im Patho-
mechanismus chronischer Infektionen bei CF spielen die polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (polymorphonuclear neutrophils, PMN) als Virulenzfaktoren
eine bedeutende Rolle [Govan und Deretic 1996]. Fir die kdrpereigenen Abwehr-
mechanismen der PMN [Hgiby et al. 1995] werden die Biofilme unangreifbar, da sie eine
mechanische Phagozytose flr diese Zellen darstellen. Die entstehenden Biofilme
reduzieren die Sauerstoffdiffusion [Walters Il et al. 2003] und vermindern damit auch die
Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen [Hassett 1996; Worlitzsch et al. 1998;
Borriello et al. 2004]. Die Abwehrzellen kénnen ohne Vorhandensein von Sauerstoff
keine Sauerstoffradikale bilden und sind damit in ihrer Abwehrfunktion wesentlich
eingeschrankt. Die Folge der ansteigenden Hypoxie zeigt sich also auch in einer
reduzierten Funktion der Abwehrzellen des Organismus, denn trotz der schnellen
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Wanderung von PMN in infizierte CF-Atemwege werden P. aeruginosa-Infektionen
chronisch [Worlitzsch et al. 2002].

Durch die ansteigende Hypoxie kénnen P. aeruginosa und andere fakultativ anaerobe
Keime auch trotz antibiotischer Therapien in der CF-Lunge weiter existieren [Stewart und
Costerton 2001]. Die Abwesenheit von Sauerstoff reduziert die antimikrobielle Wirkung
der Antibiotika [Anwar et al. 1992; Park et al. 1992; Stewart und Costerton 2001; Haiby
2002; Walters Il et al. 2003; Hill et al. 2005], die speziell gegen P. aeruginosa wirksam
sind [Borriello et al. 2004]. In Biofilmen, wie sie in der CF-Lunge vorkommen, entsteht so
zum Beispiel eine verminderte Empfindlichkeit von P. aeruginosa gegenuber Tobramycin
[Costerton 2002; Walters Il et al. 2003; Field et al. 2005]. Die fakultativ anaerob
wachsenden Bakterien sind bei den chronischen CF-Lungeninfektionen antibiotisch nicht
auszurotten, lediglich ihre Keimzahlen kdnnen voribergehend reduziert werden [Doring
et al. 2000].

Die Lungenfibrose bewirkt eine hochgradige obstruktive Ventilationsstérung, bei der es
zur Einengung der groBen und kleinen Atemwege kommt, und die dort zu einer
deutlichen Erhéhung des Strdmungswiderstandes fiihrt. Auch die Ausdehnung der Lunge
ist durch pathologische Prozesse (Restriktion) eingeschrankt. Die chronisch bakterielle
Infektion mit den verschiedenen Erregern fuhrt also zu einer zunehmenden Destruktion
der Atemwege und des Lungenparenchyms (Abb. 1.2). Diese obstruktiv-restriktive
Zerstérung ist auch Ursache dafir, dass ein normaler Gasaustausch nicht mehr
gewahrleistet werden kann und bestimmte Lungenfunktionswerte, insbesondere FEV;
(forced exspiratory volume in one second, forcierte Einsekundenkapazitat) und FVC
(forced vital capacity, forcierte Vitalkapazitat), stark abnehmen. Zusatzlich zu den
kontinuierlichen Verédnderungen durch die Lungenfibrose treten auch bei CF-Patienten
akute Verschlechterungen der Symptomatik auf, die sich als Exazerbationen [Fuchs et
al. 1994] &uBern. Derartige Exazerbationen kénnen mehrmals pro Jahr auftreten und

erfordern in der Regel eine sofortige Zusatztherapie.
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Abbildung 1.3: Explantierter Lungenlappen (mit Explorationsschnitt) eines CF-Patienten
mit chronischer Pseudomonas aeruginosa-Lungeninfektion ([Worlitzsch 2003]).

Insgesamt betrachtet fihrt die lokale Anaerobiose im Sputum von CF-Patienten zu einer
Einwanderung von fakultativ anaeroben Bakterien wie P. aeruginosa und S. aureus in die
intraluminalen, mukopurulenten Sekrete, zu einer Anderung ihres Phanotyps, zu einer
gesteigerten Biofilmproduktion und somit zu einer reduzierten neutrophilen Abwehr und
einer verminderten antibiotischen Wirkung. Alle diese Faktoren zusammengenommen
sind nach dem derzeitigen Wissenstand die Ursachen, die zu einer chronischen

bakteriellen Lungeninfektion fihren [Worlitzsch et al. 2002].

1.3  Obligat anaerobe Bakterien bei CF-Patienten

Schon lange ist bekannt, dass es aerob-anaerobe Mischinfektionen bei einer Reihe von
Erkrankungen gibt. Im Falle von polybakteriellen Infektionen wird angenommen, dass es
zundchst zur Vermehrung von fakultativ anaerob wachsenden Erregern kommt [Rodloff
2005]. Diese koénnen sich auf sich verdndernde Umweltbedingungen wie auf die
ansteigenden Hypoxie im Sputum von CF-Patienten einstellen [Worlitzsch et al. 2002;
Bragonzi et al. 2005]. Wenn Bakterien an Sauerstoff exponiert werden, entstehen durch
eine Reihe von enzymatisch katalysierten Reaktionen Wasserstoffperoxid und
Sauerstoffradikale. Diese Produkte sind flr Bakterien sehr toxisch; zur Entgiftung werden
sie sofort durch die Enzyme Katalase und Peroxid-Dismutase in Wasser und Sauerstoff
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uberfihrt. Beide Enzyme sind bei obligaten Anaerobiern nicht oder nur in geringen
Mengen vorhanden [Werner und Heizmann 1992; Rodloff 2005]. Sie kénnen sich nicht
von den toxischen Produkten befreien und sterben deshalb in Gegenwart von Sauerstoff.
Die fakultativen Anaerobier kénnen durch ihren Sauerstoffverbrauch aber dessen
Konzentration im Gewebe so weit senken, dass auch die Vermehrung von obligaten
Anaerobiern ermdglicht wird [Rodloff 2005].

Die meisten anaeroben Keime sind Teil des physiologischen Keimspektrums des
Menschen; sie gehéren zur Standortflora im Oropharynxbereich, im Intestinaltrakt und in
der Genitalschleimhaut. lhr Anteil an der sogenannten menschlichen Normalflora ist im
Allgemeinen wesentlich héher als derjenige der fakultativ anaeroben Bakterien [Werner
und Heizmann 1992]. Infektionen durch obligate Anaerobier entstehen durch
Verschleppung von physiologischer Standortflora in normalerweise sterile Kérpergebiete,
wie zum Beispiel in die Lunge [Rodloff 1992].

Es ist moglich, dass obligat anaerobe Bakterien aufgrund schwieriger kultureller
Bedingungen und/oder aus ldentifizierungsproblemen bei bestimmten Krankheits-
prozessen bisher noch nicht isoliert und beschrieben wurden. Um die sauerstoff-
empfindlichen obligaten Anaerobier nachweisen zu kdnnen, missen bei der Material-
gewinnung, beim Transport und bei der Bearbeitung der anaeroben Proben im Labor
besondere VorsichtsmaBnahmen eingehalten werden [Werner und Heizmann 1992].

Bis heute haben verschiedene Forschungsgruppen Nachweise fir die Existenz von
obligat anaeroben Bakterien im CF-Sputum gesammelt [Rogers et al. 2004; Field et al.
2005; Harris et al. 2005]. Die obligaten Anaerobier konnten in einer groBen Anzahl von
Proben nachgewiesen werden. Rogers und Mitarbeiter identifizierten rRNA der obligaten
Anaerobier Bacteroides gracilis, Eubacterium brachy, Mycoplasma salivarium,
Porphyromonas spp., Prevotella salivae, Prevotella melanogenica, Prevotella spp. und
Veillonella atypica im CF-Sputum [Rogers et al. 2004]. Das Team um Harris entdeckte in
57% der untersuchten CF-Sputumproben rRNA, die fur Prevotella spp. codiert [Harris et
al. 2005]. Die CF-Sputen, die Field und Mitarbeiter untersuchten, enthielten in 75% der
Falle obligate Anaerobier, die den Gattungen Bifidobacterium, Prevotella, Veillonella,

Peptostreptococcus und Fusobacterium angehdéren [Field et al. 2005].
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Bei den nachgewiesenen Anaerobiern handelt es sich um solche Bakterien, wie sie auch
im Zusammenhang mit anderen Studien zu anaeroben Lungeninfektionen wie der
Aspirationspneumonie [Rodloff 1992], der nosokomialen Pneumonie [Dore et al. 1996;
Robert 2003], Lungenabszessen [Hammond et al. 1995] und Empyemen [Brook und
Frazier 1993] beschrieben wurden. Die Bakterien kommen in polybakteriellen
Mischinfektionen vor und werden als klinisch relevant betrachtet.

Die oben erwdhnten rRNA-Techniken eignen sich zwar sehr gut zur
Bakterienidentifikation, sie kénnen aber keine Aussage Uber die Keimzahlen der obligat
anaerob wachsenden Bakterien treffen. Um die Keimzahlen im Sputum von CF-
Patienten quantifizieren zu kbénnen, bedarf es anderer mikrobiologischer
Untersuchungen. Bis heute ist unklar, ob es sich bei diesen obligat anaeroben Bakterien
um eine orale Kontamination oder um eine Vermehrung von Keimen in der CF-Lunge
handelt, da auch in der Mundhéhle haufig obligate Anaerobier gefunden werden
[Boutaga et al. 2005; Lee et al. 2006; Gura 2008]. Bisher wurde auch nicht geklart, ob
identische obligate Anaerobier bei Patienten nur sporadisch oder fUr einen I&angeren
Zeitraum nachgewiesen werden kdnnen. Die Lungenfunktionswerte der CF-Patienten
nehmen in Gegenwart von fakultativen Anaerobiern wie P. aeruginosa deutlich ab. Der
Einfluss von obligaten Anaerobiern auf die Lungenfunktion vor allem auch wahrend
Exazerbationen wurde bisher nicht untersucht. AuBerdem ist das Resistenzverhalten von
Anaerobiern bei CF weitestgehend unbekannt. Es bleibt unklar, ob sie therapiert werden
kénnen, und ob bestimmte Antibiotika in der CF-Therapie erfolgversprechend sind.

Die bislang von beinahe allen CF-Infektiologen vertretene Annahme, dass fakultative
Anaerobier die einzigen Erreger bei den fortschreitenden Lungeninfektionen sind, hat
maoglicherweise den potentiellen Beitrag der obligaten Anaerobier zur Pathophysiologie
bei CF verdeckt. Um die pathophysiologischen Mechanismen der chronisch bakteriellen
Lungeninfektion besser verstehen und letztlich auch therapieren zu kdnnen, muss
geklart werden, in welchem AusmaRB obligate Anaerobier im Sputum in Lungen von CF-

Patienten vorkommen und welche Bedeutung ihnen bei CF zukommt.
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2

Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollten mittels von streng anaeroben mikrobiologischen

Methoden die folgenden Aspekte durchgefiihrt werden:

(1)

die Untersuchung des AusmaBes der Existenz von fakultativen Anaerobiern wie
P. aeruginosa und S. aureus neben obligaten Anaerobiern im Sputum von Patienten
mit CF,

eine genaue ldentifikation aller fakultativ und obligat anaerob wachsenden Keime,

eine Quantifikation aller Keime,

eine Untersuchung von Bronchiallavagen auf ihren Keimgehalt von Patienten mit

anderen Lungenerkrankungen als CF,

eine Untersuchung einer maoglicherweise stattfindenden Kontamination des
Sputums mit obligat anaeroben Keimen aus der Mundhéhle wahrend der
Expektoration,

der Nachweis von identischen, obligat anaeroben Keimen bei CF-Patienten Uber

einen langeren Zeitraum,

die Testung der Empfindlichkeit der gefundenen obligaten Anaerobier gegenlber
ausgesuchten Antibiotika,

eine Evaluation eines mdglichen Therapieerfolges mit anti-anaerob wirksamen
Antibiotika bei CF-Patienten,

eine Quantifikation und Identifikation der fakultativen und obligaten Keime vor und
nach der Behandlung von Exazerbationen und

eine Untersuchung der routineméaBig erhobenen Lungenfunktionsparameter FEV;
und FVC der CF-Patienten vor und nach der Behandlung von Exazerbationen.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten
3.1.1 CF-Patienten

Insgesamt nahmen 39 Patienten der Universitatsklinik der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg an der vorliegenden klinischen Studie teil. Es handelte sich um 31
Erwachsene der CF-Ambulanz des Universitatsklinikums und der Poliklinik fir Innere
Medizin Il (Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. Bernd Osten, Leiterin der Ambulanz:
Oberarztin Dr. med. Bettina Wollschlager) und acht Kinder der CF-Kinder-Ambulanz der
Universitatsklinik und Poliklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin (Arztlicher Direktor: Prof.
Dr. med. Dieter Kérholz, Leiter der Ambulanz: Oberarzt Dr. med. Nick Merkel). Es
handelte sich bei den Patienten um 20 Frauen und elf Manner sowie um finf Madchen
und drei Jungen. Das Durchschnittsalter der Patienten der Erwachsenen-Ambulanz
betrug 25,3 + 9,0 Jahre, und dasjenige der Patienten der Kinder-Ambulanz 12,9 + 4,3
Jahre. Das Alter der untersuchten CF-Patienten umfasste die Altersspanne von 6 - 64

Jahren.

Die Diagnose CF wurde bei allen untersuchten Patienten durch einen SchweiBtest
und/oder eine Genotypisierung bestatigt. Dies sind Standardverfahren zur Diagnostik von
CF. Alle untersuchten Patienten inhalierten als Basis-Medikation Tobramycin und/oder
Colistin sowie orales Azithromycin.

In regelmaBigen Abstédnden von drei bis vier Monaten wurden die Patienten der CF-
Ambulanzen im Universitatsklinikum zur Kontrolluntersuchung einbestellt. Nur in
Ausnahmefallen kamen sie haufiger in die CF-Ambulanz. Ein Beispiel fir einen solchen
Ausnahmefall stellten Exazerbationen dar. Exazerbationen sind definiert als eine
Verschlechterung des physischen Zustandes der CF-Patienten. Um den klinischen
Zustand des Patienten als Exazerbation werten zu kénnen, missen mindestens vier der
hier aufgeflhrten zwéIf Veranderungen bzw. Symptome des Krankheitsbildes vorliegen:
Veranderungen des Sputums wie vermehrte Hamoptyse (Aushusten von blutig tingiertem
Sputum), vermehrter Husten, vermehrte Dyspnoe, allgemeines Unwohlsein, ein
zunehmender Erschépfungszustand oder Lethargie, eine Temperatur von >38°C,
Anorexie und/oder groBer Gewichtsverlust, Nasennebenhdhlensymptome wie zum
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Beispiel erhéhter Sekretfluss, Veranderungen bei Perkussion und Auskultation, Abfall der
Lungenfunktionswerte von 10% oder mehr und réntgenologisch-sichtbare Anderungen,
die fur eine Lungeninfektion kennzeichnend sind [Fuchs et al. 1994]. In dem Fall einer
Exazerbation wurden die CF-Patienten stationar oder ambulant intravenés mit
hochdosierten Antibiotika-Gaben Uber eine Dauer von zwei oder drei Wochen therapiert.
Die Patienten erhielten dabei Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidim, Moxifloxacin,
Imipenem oder Cefepim. Die Wahl des Antibiotikums erfolgte in Abh&ngigkeit vom

Antibiogramm des jeweiligen fakultativen Anaerobiers.

3.1.2 Patienten mit anderen Lungenerkrankungen als CF

Zu Kontrollzwecken wurden bei insgesamt sechs Patienten in der Universitatsklinik und
Poliklinik fir Kinder- und Jugendmedizin Bronchiallavagen (bronchoalveolare Lavage,
BAL) durchgeflhrt. Es sollte untersucht werden, ob in Lungen von Patienten mit anderen
pulmonologischen Erkrankungen auch fakultative und/oder obligate Anaerobier

existieren.

Das durchschnittliche Alter dieser Patienten betrug 7,0 + 5,2 Jahre und reichte von zwei
bis 16 Jahren; es waren vier Jungen und zwei Madchen. Die Kinder mussten sich aus
unterschiedlichen Grinden einer diagnostischen Bronchoskopie unterziehen. Sie alle
hatten unterschiedliche Lungenerkrankungen, aber keine CF. Die Indikationen zur
Durchfihrung der BAL waren im ersten Fall die Verdachtsdiagnose der Larnygo-
Tracheomalazie, im zweiten Fall ein heterozygoter Alpha-1-AT-Mangel, im dritten Fall ein
Zustand nach Oberlappenatelektase (OP-Abbruch) und im vierten und finften Fall je
eine rezidivierende Pneumonie unklarer Genese. Es bestand bei diesen flnf Patienten

eine akute Symptomatik.

Bei einem weiteren Patienten bestand eine rezidivierende rechtsseitige Atelektase mit
Retentionspneumonie bei Zustand nach peripartaler Aspiration mit zerebralen
Schadigungen und Skoliose. Lediglich dieser sechste Patient litt unter einer seit Jahren
bestehenden chronischen Lungenerkrankung mit reichlich eitrigem Sekret. Zum

Zeitpunkt der Untersuchungen wurde kein Patient antibiotisch behandelt.



Kapitel 3 Material und Methoden Seite 15

3.1.3 Ethikkommission

Von allen Patienten wurde eine schriftliche Einverstandniserklarung zur Teilnahme an
dieser Studie abgegeben. Fir minderjahrige Patienten wurde das Einverstandnis der
Erziehungsberechtigten eingeholt. Die Angaben zur jeweiligen Medikation und die
Lungenfunktionswerte wurden aus der Patientenakte erhoben und anonymisiert. Die
vorliegende Studie wurde unter Einhaltung der Bestimmungen der Helsinki-Deklaration
durchgefthrt. Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg &uBerte Anfang 2006 (Votum siehe Anhang) keine
Bedenken gegen eine Durchfiihrung der Studie.

3.2  Invivo-Untersuchungen
3.2.1 Sputumproben

Insgesamt 92 Sputumproben wurden samtlich nach einem standardisierten Verfahren
gewonnen und weiterverarbeitet. Die CF-Patienten bekamen wahrend einer
routinemaBigen Kontrolluntersuchung ein steriles 50ml-Falcon-Réhrchen (Art.-Nr. 17-
1020, TPP Products AG, Trasadingen, Schweiz) und wurden gebeten, in dieses
Roéhrchen eine Sputumprobe abzugeben. Die Sputumprobe wurde nicht nach Induktion,
sondern spontan abgegeben. Das Sputumvolumen betrug durchschnittlich 2,159 +
1,75g. Alle Proben wurden innerhalb von 30 Minuten im Labor bearbeitet. Durch eine
geringe Entfernung zwischen den CF-Ambulanzen und dem Labor des Institutes far
Hygiene im Universitatsklinikum konnte dies gewahrleistet werden.

3.2.2 Rachenabstriche

Um zu demonstrieren, dass es bei der Expektoration des Sputums zu keiner
Kontamination durch Bakterien des Mund-Rachen-Raumes kommt, wurde bei sieben
Patienten der CF-Erwachsenen-Ambulanz ein Rachenabstrich vorgenommen. Die
Abstriche wurden mithilfe eines sterilen Wattetragers (Art.-Nr. 132436, Botiger,
Bodenmais, Deutschland), der kurz zuvor mit sterilem Aqua dest. (Art.-Nr. 1428, Braun,
Melsungen, Deutschland) befeuchtet worden war, so tief wie mdglich aus dem Rachen

entnommen. Der Wattetrager mit den Keimen wurde anschlieBend in ein kleines Falcon-
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Rdéhrchen (Art.-Nr. 187261, Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) mit 1ml 0,9%-
iger NaCl-Lésung (Isotonische Kochsalzlésung, steril, Art.-Nr. 30911P, Braun) gegeben.

Die Identifkation und Quantifikation des Untersuchunsmaterials der Rachenabstriche
wurde analog zu denen der Sputumproben durchgefihrt. Es wurde zunachst eine
Verdinnungsreihe mit 1ml NaCl auf SCS-Agar (Schaedler-Agar, Art.-Nr. 43401,
bioMérieux® sa, Marcy-I'Etoile, Frankreich) hergestellt. Die Agarplatten wurden wie im

weiteren beschrieben inkubiert, quantifiziert und identifiziert.

3.2.3 Lungenfunktionsbestimmung bei CF-Patienten

Um die Veréanderungen der Lungenfunktionswerte der CF-Patienten untersuchen und
auswerten zu kdénnen, wurden Messungen durch die Arzte der Ambulanzen mithilfe des
MasterScreen Body (Jaeger, Hoechberg, Deutschland) vorgenommen. Hinweise auf das
Vorliegen einer obstruktiven Ventilationsstérung liefert vor allem die Einsekunden-
kapazitat FEV,. Es ist dasjenige Volumen, das nach starkster Einatmung innerhalb von
1s so schnell wie mdglich ausgeatmet werden kann. Dieses Volumen wird als
prozentualer Anteil eines altersentsprechenden Normalwertes angegeben. Als ein
zweiter Messwert wurde die forcierte Vitalkapazitdt FVC gemessen. Die Lungen-
funktionsmessungen wurden wahrend der routineméaBigen Besuche in den CF-
Ambulanzen etwa alle drei Monate durchgefiihrt. Im Falle von Exazerbationen wurden zu
deren Beginn und spatestens zwei Wochen (im Durchschnitt 6 + 5 Tage) nach Ende der

i.v.-Behandlung zusatzliche Messungen vorgenommen.

3.2.4 Bronchiallavage bei Patienten mit anderen Lungener-
krankungen als CF

Um Informationen darliber zu erhalten, ob auch in der Lunge von Patienten ohne CF-
Erkrankung obligate Anaerobier vorhanden sind, wurden Aliquots der gewonnenen BAL
von sechs Patienten auf ihren Keimgehalt untersucht. Die BAL-Untersuchung wurde von
den Arzten des Zentrums fiir Kinderheilkunde des Universitatsklinikums mithilfe von
flexiblen Bronchoskopen durchgefihrt. Die Details der Untersuchungen wurden der
Arbeit von Paul et al. (2004) entnommen. Auch diese Proben wurden in das Labor des
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Institutes flr Hygiene gebracht und dort innerhalb von 30 Minuten bearbeitet; sie wurden
ohne vorherige Verdinnung weiter quantifiziert.

Bei der Identifikation und Quantifikation des Probenmaterials der durchgefihrten BAL
wurde analog zu denen der Sputumproben vorgegangen. Ein Unterschied jedoch war,
dass die hochste Verdiinnungsstufe bei 10°® lag.

3.3 Invitro-Untersuchungen
3.3.1 Anzuchtmedien

Far die Untersuchungen in dieser Studie wurden verschiedene Nahrbéden ausgewahlt.
Zur lIdentifikation und Quantifizierung der fakultativen Anaerobier wurde der nicht-
selektive Columbia-Agar mit Schafsblut (Art.-Nr. PB5008A, Oxoid GmbH, Wesel,
Deutschland) verwendet. Zuséatzlich wurde als Selektivmedium fur P. aeruginosa und B.
cepacia complex-Bakterien ein Cetrimid-Agar (Ps.-Cetrimid-Agar, Art.-Nr. PO5076A,
Oxoid GmbH) benutzt.

Die Identifikation und Quantifikation der obligaten Anaerobier sowie die Resistenz-
bestimmung wurden mithilfe von verschiedenen nicht-selektiven Agarndhrmedien
durchgeflihrt. Neben den jeweiligen Wachstumseigenschaften der meist anspruchsvollen
obligat anaeroben Spezies waren auch die Empfehlungen der Hersteller zu beachten.
Zum Beispiel beeinflusst die Anwesenheit von bestimmten Wachstumsfaktoren wie
Hefeextrakt, Hamin, Vitamin K3 oder der Zusatz von Hammelblut das Wachstum von
obligat anaeroben Bakterien positiv [Rodloff 2005]. Deshalb wurde der reichhaltige
Schaedler-Agar mit 5% Hammelblut (SCS, bioMérieux® sa) verwendet. Die
herkdmmlichen Formulierungen von Schaedler-Agar enthalten zu viel Dextrose, die die
Glykosidase-aktivitat stért, und dadurch die Testaktivitat des RapID™ ANA Il Systems
(remel, Lenexa, KS, USA) reduziert, welches zur Identifikation der obligaten Anaerobier
genutzt wurde. Der Schaedler-Agar wird vom Hersteller deshalb fir dieses System nicht
empfohlen. Stattdessen wurde der nicht-selektive CDC-Agar (CDC, Art.-Nr. PA256506,
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) ohne Dextrose empfohlen und in der
vorliegenden Studie benutzt. Manche obligate Anaerobier, wie einige Peptostreptococcus
spp., werden durch Natriumpolyanetholsulfonat in ihrem Wachstum gehemmt. Diese
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Substanz ist haufig ein Bestandteil von Blutkulturmedien. Um eine derartige
Wachstumshemmung zu vermeiden, wurde zusatzlich der Brain-Heart-Infusion-Agar,
(BHI, Art.-Nr. 313e, heipha Dr. Muller GmbH, Eppelheim, Deutschland) fiir die obligat

anaerobe Bakterienanzucht verwendet.

3.3.2 AQuantitativer Nachweis von fakultativen und obligaten
Anaerobiern

Unmittelbar nach dem Eintreffen im Labor wurden die Sputumproben in den Falcon-
Réhrchen gewogen (Feinwaage Adventure ARA 520, Ohaus GmbH, GieBen,
Deutschland). Das hochviskése Sputum eines jeden CF-Patienten wurde 1:1 mit
autoklavierter Phosphat-gepufferter Saline (phosphate buffered saline, PBS) verdinnt
und kraftig auf dem Schuttelrlhrer (Reagenzglasschuttler, Reax-Top, Heidolph
Instruments GmbH, Kelheim, Deutschland) durchmischt. Eine 20-fache PBS-
Stammlésung besteht aus: 85g NaCl, 14,23g Na,HPO, ¢ 12 H,O und 1,359 KH,PO,
(alles Merck, Darmstadt, Deutschland) in 500ml destilliertem Wasser und wird auf den
pH-Wert von 7.4 eingestellt. 100ul der Bakteriensuspension wurden mithilfe einer sterilen
Pipettenspitze (Art.-Nr. B007.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) aus dem
Falcon-Réhrchen entnommen und in sterile kleine Eppendorf-Réhrchen (Reaktions-
geféaBe 1,5ml, Art.-Nr. 7551.1, Carl Roth GmbH) geflllt. Um eine Verdinnungsreihe in
zehnfachen Verdinnungsschritten herzustellen, wurden 900ul PBS steril zugegeben. Die
hergestellte Suspension wurde erneut mithilfe des Schuttelriihrers vermischt. Dann
wurden mit einer frischen sterilen Pipettenspitze 100ul der ersten Verdinnungsstufe
(10") in ein neues steriles Eppendorf-Roéhrchen eingebracht. Um eine weitere
Verdiinnung zu erreichen (10%), wurden wieder 900ul PBS dazu pipettiert. Es wurde bis

zu einer Verdiinnungsstufe von 107° weiter so verfahren.

Die Agarplatten wurden auf Raumtemperatur gebracht, und die Felder flr die einzelnen
VerdUnnungsschritte der zehnfachen Verdinnungsreihe wurden beschriftet. Fur die
fakultativ anaerobe Bakterienanzucht wurden die Verdinnungsreihen auf Columbia-Agar
(Oxoid GmbH) aufgebracht. Schaedler- und BHI-Agarplatten (SCS, bioMérieux® sa, BHI,
heipha Dr. Miller GmbH) dienten zur Herstellung der Verdiinnungsreihen von den obligat
anaerob wachsenden Bakterien. Um Doppelbestimmungen (Abb. 3.1A) zu ermdglichen,
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wurde zu diesem Zweck zweimal 10pl der einzelnen Verdinnungsstufen mit sterilen
Pipettenspitzen auf die jeweiligen Agarplatten aufgebracht. Die inokulierten Columbia-
Agarplatten wurden dann fir maximal 24 Stunden bei 37°C in einem Brutschrank
(Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) inkubiert.

Die phanotypisch unterschiedlich gewachsenen fakultativ anaeroben Bakterienkolonien
wurden am nachsten Tag separat ausgezahlt und dokumentiert. Bis zu drei phanotypisch
verschiedene Arten wurden gezahlt. Fir die weiteren Untersuchungen wurden die
verschiedenen Einzelkolonien mit einer sterilen handelstblichen Impfése (Einweg-
impfschlinge, Art.-Nr. 731101, Greiner bio-one) auf Columbia-Agar Uberimpft und unter
den gleichen Bedingungen wieder inkubiert.

A

Abbildung 3.1: Verdinnungsreihen auf den verschiedenen Agarplatten mit den
gewachsenen Keimen: (A) S. aureus auf Columbia-, (B) obligate Anaerobier auf CDC-,
SCS- und BHI-Agar.

Obligat anaerob wachsende Bakterien kénnen im Gegensatz zu fakultativen Anaerobiern
nur sehr schwer Energie erzeugen und haben deshalb vergleichsweise langere
Generationszeiten [Werner und Heizmann, 1992]. Sie wurden fir mindestens 48
Stunden, meistens aber bis zu 7 Tage bei konstanten 37°C unter einer Anaerobierbank
(Modular Atmosphere Kontrolled System, MG500, Meintrup dws, Lahden-Holte,
Deutschland, Abb. 3.2.A) bebritet. Die sauerstofffreie Gasmischung dieser
Anaerobierbank enthélt 80% Stickstoff, 10% Wasserstoff und 10% Kohlendioxid. Mithilfe
der Anaerobierbank konnte die fir obligate Anaerobier wichtige Anaerobiose/Hypoxie
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konstant aufrechterhalten werden.

Abbildung 3.2: Anaerobierbank (MG500, Meintrup, Lahden-Holte, A) und Mikroskop
(Axiolab, Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland, VergréBerung 100fach, B).

Frihestens nach 48 Stunden anaerober Inkubationszeit wurden die ersten gewachsenen
Kolonien gez&hlt und dokumentiert. In einem Zeitraum von bis zu 7 Tagen wurden jeden
Tag die Agarplatten unter der Anaerobierbank wiederholt auf das Vorhandensein von neu
gewachsenen Keimen untersucht. Bis zu vier phanotypisch unterschiedliche obligat
anaerobe Keime wurden gezahlt. Auch hier wurden analog zu den fakultativen
Anaerobiern wieder die gezéhlten Kolonien fur weitere Untersuchungen auf Schaedler-,
BHI- oder CDC-Agar (Abb. 3.1B) tberimpft und wie beschrieben inkubiert. Alle unter der
Anaerobierbank quantifizierten Bakterien wurden einer aeroben Wachstumskontrolle in
Raumluft unterzogen, um fakultative oder aerotolerante Anaerobier auszuschlieBen.
Wenn sie dreimal in Gegenwart von Sauerstoff bei dieser Kontrolle kein Wachstum
zeigten, wurden sie als obligate Anaerobier betrachtet und in den folgenden
Untersuchungen weiter analysiert und identifiziert. Sputumproben mit anaeroben Werten
von weniger als 1 x 10° KBE/ml wurden zwar dokumentiert, waren aber von der weiteren

Auswertung ausgeschlossen. Dies betraf aber lediglich eine Probe.
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3.3.3 Identifikation der fakultativ anaeroben Bakterien

Far die Identifizierung von fakultativen Anaerobiern wurden die quantifizierten
Ubernachtkulturen mithilfe weiterer Tests untersucht. Fiir diese Tests miissen je nach
Bakterientyp (grampositiv oder gramnegativ) ein Oxidase-Test bzw. ein Katalase-Test
und ein Koagulase-Test durchgefiihrt werden. Die Bakterien wurden so lange auf frische
Columbia- und Cetrimid-Agarplatten (beides Oxoid GmbH) Uberimpft, bis sie in
Reinkultur vorlagen. Die auf Cetrimid-Agar, dem P. aeruginosa und B. cepacia complex-
Selektivmedium (heipha Dr. Miller GmbH), gewachsenen Bakterien wurden zusétzlich
auf Oxidase (BBL™Dry Slide™Oxidase, Art.-Nr. 231746, Becton Dickinson GmbH)
getestet. Dazu wurde eine Einzelkolonie des Bakteriums mittels einer sterilen Impfése
auf die Reaktionsflache gebracht. Oxidasepositive Organismen wie P. aeruginosa,
zeigten innerhalb von 20 s eine Dunkelviolettfarbung, die als Ergebnis dokumentiert

wurde.

Bei S. aureus-Stdmmen, die nicht auf Cetrimid wuchsen, wurde ein Katalase-Test (ID
Color Katalase (ID-Ase), Art-Nr. 55561, bioMérieux® sa) durchgefihrt, um die
Anwesenheit von Katalase nachzuweisen und so eine vorlaufige Differenzierung von
Katalase-positiven und Katalase-negativen Bakterien zu ermdglichen. Diese Information
wurde genau wie das Ergebnis des Staphaurex Plus* Assays, einem Latex-
agglutinations-Schnelltest zum Nachweis von S. aureus (Staphaurex Plus®, Art.-Nr. ZL
33, remel, Lenexa, KS, USA) flr die weitere Identifikation der Keime dokumentiert.

Um die zu identifizierenden Erreger der richtigen Identifizierungskarte fiir das Vitek®-
System (bioMérieux® sa), einem biochemischen Identifizierungssystem, zuordnen zu
kénnen, wurde ein Grampraparat der jeweiligen Kolonien bendtigt. Die Gramfarbung
(Farbe-Set, Gram-color modifiziert, phenolfrei, Art.-Nr. 1.01603-0001, Merck) dient als
Hilfsmittel zur Taxonomie von Bakterien. Diese Methode zur Einfarbung mikrobio-
logischer Praparate unterteilt Bakterienzellen in grampositive und gramnegative Keime
bzw. in Stdbchen und Kokken. Auf einen beschrifteten Objekttrager (Art.-Nr. M 7620,
Sisse GmbH, Gudensberg, Deutschland) wurde dazu mit einer groBen sterilen Einweg-
Ose (Einwegimpfschlinge, Art.-Nr. 731170, Greiner bio-one) ein Tropfen 0,9%-iger NaCl-
Lésung (Braun) aufgetragen. Jeweils eine Einzelkolonie der zu testenden Bakterienkultur
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wurde mittels einer kleineren Ose (Greiner bio-one) mit der Flissigkeit auf dem
Objekttrager vermischt. Die nach Herstellerangaben fixierten und gefarbten Praparate
wurden mikroskopisch (Axiolab, Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland, Abb. 3.2.B)
untersucht und die Ergebnisse dokumentiert (VergréBerung 100fach).

Nachdem die gesammelten Informationen flir die Identifikation der quantifizierten
fakultativen Anaerobier zusammengetragen worden waren, wurden spezielle Testkarten
(ID-Karten, Art.-Nr. V 1305 und V 1316, bioMérieux® sa) mit einer standardisierten
Keimsuspension beschickt. Ausgehend von einer Reinkultur des zu identifizierenden
Keims (maximal 24 Stunden alt) auf Columbia-Agar wurde eine Einzelkolonie dieser
Kultur mittels einer sterilen Einwegimpfése in ein steriles Réhrchen (Art.-Nr. 55.476,
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) mit 1,8ml 0,45%-iger NaCl-Lésung (Art.-Nr. V 1204,
bioMérieux® sa) eingebracht und anschlieBend fur 10 s auf dem Schittelriihrer
durchmischt. Um eine Trlbung entsprechend fir gramnegative (McFarland Nr. 1,0) oder
grampositive Keime (McFarland Nr. 0,5) zu erhalten, wurde der McFarland-Standard
stets am Vitek-Colorimeter (Hach Company, Loveland, Colorado, USA) Uberprift. Der
McFarland-Triibungsstandard (Art.-Nr. 70900, bioMérieux® sa) besitzt eine definierte
optische Dichte (OD) und wird zur Einstellung des Inokulums auf eine gewlinschte OD
benutzt. Nachdem die gewtinschte Tribung erreicht wurde, wurde die Vitek-ID-Karte mit
der Suspension beflllt. Die nach der Gramfarbung gewahlten und zugeordneten ID-
Karten (GNI+ bei gramnegativen und GPI- bei grampositiven Keimen) wurden nun
entsprechend der Probe beschriftet und Uber ein Transferréhrchen (in der Packung mit
den Testkarten enthalten, bioMérieux® sa) mit der Bakteriensuspension verbunden. In
der Vakuumkammer des Vitek-Gerates wird diese Suspension in die Karte auf-
genommen. Die ID-Karte wurde mit dem Vitek-Sealer (bioMérieux® sa) versiegelt und in
dem Vitek-Gerat, einer Inkubator-Ableseeinheit, platziert. Es folgte eine Bebritung bei
35°C und alle 30 Minuten eine Messung der verschiedenen Reaktionen.

Auf der Vitek-ldentifizierungskarte sind 30 Mikroklvetten untergebracht, in denen
biochemischen Substrate vorgegeben sind. Eine Kiivette dient als Negativkontrolle.
Positive Reaktionen werden durch die Vitek-Software ermittelt. Dabei werden die
einzelnen Reaktionskammern auf Verminderung der Lichtdurchlassigkeit gemessen und
die Reaktionsmuster automatisch interpretiert. Nach 2 bis 18 Stunden Inkubationszeit

erfolgt die Auswertung dieser Reaktionsmuster unter Angabe der Wahrscheinlichkeit des
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Resultates. Im Falle von Identifikationswahrscheinlichkeiten von weniger als 85% wurde
eine zusatzliche Bestatigung mithilfe des BBL-Crystal™-Identikations-Systems (Art.-Nr.
245140 und 245000, Becton Dickinson GmbH) ausgefiihrt (Wahrscheinlichkeitsgrenze:
80%).

3.3.4 Identifikation der obligat anaeroben Bakterien

Die quantifizierten obligat anaeroben Kulturisolate wurden mithilfe des biochemischen
Identifizierungssytems RaplD™ ANA Il und der dazugehérigen Software (ERIC®
Software, Elektronisches RapIDTM Kompendium, Version 1.0., Art.-Nr. R 8323600, remel)
identifiziert. Wichtig dabei war, dass die Bakterienkolonien fir diese Untersuchungen auf

dem CDC-Agar gewachsen waren (siehe auch Abschnitt 3.3.1).

Zunachst musste das Gramverhalten der gefundenen Keime mittels der Gramfarbung,
die analog zu der der fakultativ anaeroben Keime durchgefihrt wurde, bestimmt werden.
Far die weitere Auswertung musste dann ein Inokulum hergestellt werden. Dazu wurden
die Testorganismen in Reinkultur mithilfe eines sterilen Baumwolltragers (Béttger) in die
mitgelieferte RapID™ -Inokulationsfliissigkeit (1ml, Art.-Nr. 8325102, remel) eingebracht,
bis eine Suspension entstand, die dem FcFarland-Triibungsstandard Nr. 3 (bioMérieux®
sa) entsprach. Das frisch hergestellte Testisolat wurde in das RaplD™-Panel (Art.-Nr. R
8311002, remel) nach Herstelleranweisungen eingebracht und fir mindestens vier, aber
nicht mehr als sechs Stunden bei 37 °C inkubiert. Es war dabei wichtig, dass das Panel in

einem Brutschrank ohne CO»-Zufuhr bebritet wurde.

Nach der Inkubation konnte das Panel sofort oder nach Aufbewahrung im Kihlschrank
(Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland) bei 2 - 8°C am nachsten Tag ausgewertet
werden. Die RapID™ ANA lI-Panel enthalten zehn Reaktionsvertiefungen, von denen die
dritte bis zehnte Vertiefung bifunktional sind. Es sind 18 verschiedene Reaktionsablaufe
moglich, da zwei separate Tests in einer Vertiefung durchgefiihrt werden kdnnen.
Zunachst wurde das erste Testergebnis, die Farbveranderung auf Reaktivitdt in den
Vertiefungen 1 bis 10, ausgewertet und auf dem Protokollblatt dokumentiert. In die
bifunktionalen Vertiefungen 3 bis 9 wurden dann das RapID™ ANA Il-Reagenz und in
Vertiefung 10 das RapIlD™ ANA II-Spot-Indolreagenz (beides remel, Abb. 3.3A)
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eingetropft.

Nach Anweisungen des Herstellers wurde dann diese zweite Testung ebenfalls
abgelesen und dokumentiert. Mithilfe des Protokollblattes konnte ein Microcode (Abb.

3.3B) fur die dazugehdrige Software erstellt werden.

Abbildung 3.3: Materialien fir das Rapid ANA™ || System (A) und das Protokollblatt mit

dem erstellten Microcode (B).

Die individuellen Testergebnisse des Panels und der anderen Laborinformationen
ergaben zusammen ein bestimmtes Reaktionsmuster, das statistisch einer bekannten
Reaktion fur Taxa in den Datenbanken oder der Software entspricht (Abb. 3.3A, B). So
wurden die gesammelten Daten (Gramverhalten, Bakterienform und der Microcode) der
gefundenen Keime in die zum RapID™ ANA Il System gehérende Eric®-Software zur
Identifizierung der anaeroben Bakterien eingegeben, oder im RaplD™ ANA 1l Code-
Kopendium nachgeschlagen und verglichen. Im Falle von Identifikations-
wahrscheinlichkeiten von weniger als 80% wurde das gesamte Verfahren wiederholt.
Keime mit einer Identifikationswahrscheinlichkeit von weniger als 80% bei der
wiederholten Untersuchung wurden von weiterer Untersuchung ausgeschlossen. Dies
traf auf lediglich vier Keime zu. Fur Taxonomie und Nomenklatur wurden die Angaben
der Hersteller der verschiedenen Identifikationssysteme verwendet. Zwei Flussdia-
gramme zur Ubersicht Giber das Vorgehen bei der Identifikation und -quantifikation der
verschiedenen Bakterien sind im Anhang (Abb. 10.1, Abb. 10.2) zu finden.
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3.3.5 Resistenzbestimmung

Um herauszufinden, ob die obligaten Anaerobier in vitro Resistenzen gegeniber
antimikrobiellen Substanzen aufzeigen, wurden Resistenzbestimmungen durchgefiihrt.
Es wurden alle 139 identifizierten und quantifizierten obligaten Anaerobier der CF-
Patienten (136 Keime aus den Sputumproben und 3 Keime von den Rachenabstrichen)
in die Untersuchung miteinbezogen. Fir die Resistenzbestimmung wurden funf
Antibiotika nach Absprache mit den behandelnden Arzten ausgewahlt. Es handelte sich
dabei um Clindamycin (CM, Art.-Nr. 16 V 00958), Ceftazidim (TZ, Art.-Nr. 16 V 00678),
Meropenem (MP, Art.-Nr. 16 V 01388), Metronidazol (MZ, Art.-Nr. 16 V 03008) und
Piperacillin/Tazobactam (PTC, Art.-Nr. 16 V 02148, alles AB Biodisk, Solna, Schweden).
Die beiden Antibiotika Clindamycin und Metronidazol wurden getestet, da ihre gute
Wirksamkeit gegen obligate Anaerobier bekannt ist [u.a. Park et al. 1992]. Wahrend
Clindamycin auf anaerobe Keime bakteriostatisch wirkt, schadigt Metronidazol, ein
bakterizides Nitroimidazol-Derivat, in obligat anaerob wachsenden Bakterien die
Nukleinsduresynthese [Simon und Stille 1989]. Bei Meropenem (Carbapenem),
Piperacillin/Tazobactam (Breitspektrum-Penicillin) und Ceftazidim (Cephalosporin der 3.
Generation) handelt es sich um heutzutage haufig in der CF-Therapie eingesetzte
Antibiotika, die vorwiegend gegen fakultative Anaerobier wirksam sind [Déring et al.
2000].

Zur Resistenzbestimmung bzw. zur Bestimmung der Minimalen-Hemm-Konzentrationen
(MHK) von antimikrobiellen Substanzen gegen die in den Sputumproben gefundenen
obligaten Anaerobier wurden E-Tests® der Firma AB Biodisk, Solna, Schweden,
verwendet. Es handelt sich hierbei um eine quantitative Methode zur Bestimmung der
MHK von antimikrobiellen Substanzen gegen Mikroorganismen. Die MHK ist die
Konzentration eines Antibiotikums, die 99% einer Bakterienkultur in vitro abtétet. Die
Kriterien fir die Bewertung der MHK-Grenzkonzentrationen werden von dem CLSI
(Clinical and Laboratory Institute/ NCCLS, National Committee for Clinical Laboratory
Standards; NCCLS/CLSI M11-A6 guideline, Wayne, PA, USA) festgelegt. Sie wurden zur
Interpretation der MHK-Werte benutzt.

Die E-Tests® bestehen aus einem Plastikstreifen, welcher auf einer Seite mit einer
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Konzentrationsskala in pg/ml und einem Buchstabencode zur Identifizierung der
jeweiligen antibiotischen Substanz bedruckt wurde. Auf der Riickseite der E-Test®-
Streifen befindet sich die antibiotische Substanz in verschiedenen Konzentrationen in

einem Bereich von 15 zweifachen Verdinnungsschritten.

FOr die Resistenztestung musste ein Inokulum, ein N&hrmedium mit eingebrachten
Keimen, hergestellt werden. Hierfir wurden die zu testenden Keime (Ubernachtkultur)
mithilfe eines sterilen Wattetragers in ein Réhrchen mit 3ml sterilem 0,9%-igen NaCl
gegeben, bis der McFarland-Tribungsstandard von 0,5 erreicht wurde. Der Trager wurde
dabei innen gegen die Réhrchenwand gedriickt, um die Uberschissige Flissigkeit zu
entfernen. Mittels eines sterilen Spatels (Drigalski-Spatel, Art.-Nr. 23162185, VWR,
Darmstadt, Deutschland) wurde eine SCS-Blutagarplatte mit 100yl dieser
Keimsuspension inokuliert. Die gesamte Agaroberflache wurde gleichmaBig in drei

Richtungen bestrichen.

Nachdem die Uberschlssige FlUssigkeit absorbiert war, und die Agaroberflache komplett
abgetrocknet war, wurde der E-Test®-Streifen mit zwei sterilen Pinzetten auf die
vorbereitete Agarplatte aufgelegt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die
Rulckseite des Streifens vollstandig Kontakt zu dem Agar hatte und keine Luftblaschen
vorhanden waren. Der vorgefertigte exponentielle Gradient der antibiotischen Substanz
transfundierte sofort nach Aufbringen des Streifens in den Agarndhrboden. Die
anaeroben Ansitze mit dem E-Test®-Streifen (Abb. 3.4) wurden mindestens Uber 48
Stunden, meistens langer (bis zu 7 Tagen) unter der Anaerobierbank bei 37 °C inkubiert.

Da der Konzentrationsgradient Gber einen langeren Zeitraum stabil bleibt, kann die MHK
sowohl sofort nach 48 Stunden als auch einige Zeit spater abgelesen werden. Sie wird
direkt von der Skala in pg/ml an dem Schnittpunkt der E-Test®-Streifen mit der

entstandenen Hemmellipse bestimmt.
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Abbildung 3.4: Resistenztestung mithilfe des E-Test® (AB Biodisk) bei einem obligaten
Anaerobier gegen Piperacillin/Tazobactam (PTC) auf SCS-Agar.

Die MHK der einzelnen Antibiotika werden in sensible, intermediare und resistente
Bereiche unterteilt. Als Grenzen zwischen sensibel, intermediar und resistent gelten laut
Herstellerangaben die Werte fir obligate Anaerobier wie folgt: bei sensibel - intermediar -
resistent gilt fir CM 2 - 4 - 8 (fUr obligat anaerobe Streptokokken 0,5 - 1 - 2), fir MZ 8 -
16 - 32, fur MP 4 - 8 - 16, fir PTC 32 - 64 - 128 (fUr obligat anaerobe Staphylokokken 8 -
- 16; es wurde kein Wert flr intermediar angegeben) und fir TZ = 8.

3.3.6 Einfrierkulturen

Die Einfrierkulturen dienten der l&ngerfristigen Aufbewahrung der identifizierten
Bakterien. Fiir die fakultativ aneroben Keime wurden Kolonien einer Ubernachtkultur
verwendet. Die obligat anaerob wachsenden Bakterien wurden je nach Generationszeit
sofort bei gutem Wachstum auf SCS-Agar verwendet. Nach der optischen Prifung auf
Reinheit eines Keimes wurde dieser mithilfe einer sterilen Impfése von der Agarplatte
abgesammelt und in ein steriles, beschriftetes Glaschen (Gewindepraparateglaser mit
Schraubkappe, Art.-Nr. 391H6110, Scherf Europa GmbH, Meiningen, Deutschland) mit
1,8ml Skim milk (Magermilch gepulvert, Oxoid GmbH) gegeben und gut vermischt. Die
komplett abgeernteten Kulturen wurden in einer TiefkUhltruhe (Heraeus Kulzer, Hanau,
Deutschland) bei -53°C gelagert.
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3.4 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) angegeben (Excel,
Microsoft, Redmont, Wash, USA). Signifikanzberechnungen (Student’s t-test) wurden
gleichfalls in Excel ausgefuhrt. p-Werte <0,05 wurden als signifikant angesehen. Zur
Bestimmung der Korrelation wurde der Pearson’sche Korrelationskoeffizient R2 mit

winstat (Microsoft) berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Quantitativer Nachweis von fakultativ und obligat anaeroben
Bakterien in Sputumproben

Insgesamt wurden innerhalb der vorliegenden Studie 92 Sputumproben von 39 CF-
Patienten (78 Proben von 31 Erwachsenen und 14 Proben von 8 Kindern) auf das
Vorhandensein von fakultativ und obligat anaeroben Keimen untersucht (Tab. 10.1, im
Anhang). Fakultative Anaerobier wie P. aeruginosa, S. aureus und B. cepacia complex-
Bakterien konnten in 83 der gesammelten Proben (90,2%) nachgewiesen werden.
Lediglich in neun Proben wurden zum Zeitpunkt der Untersuchung keine fakultativen
Anaerobier gefunden. Die mittleren Keimzahlen fir die fakultativen Anaerobier in den
Sputumproben lagen bei 4,4 x 107 + 9,0 x 10’ KBE/mI (im Bereich von 1 x 10° bis zu
4 x 10® KBE/ml) (Abb. 4.1).

Um herauszufinden, ob und in welchem AusmaB neben den fakultativ anaeroben
Bakterien auch obligat anaerobe Bakterien im Sputum von CF-Patienten existieren,
wurden die 92 Sputumproben mithilfe von streng anaeroben mikrobiologischen
Methoden untersucht. In 75 der untersuchten Sputumproben (81,5%) und bei 35 der 39
Patienten (89,7%) wurden obligat anaerobe Bakterien nachgewiesen. Die mittleren
Keimzahlen betrugen 1,3 x 10’ + 5,6 x 10" KBE/ml und reichten von 1 x 10° bis zu 5,5 x
10° KBE/mI (Abb. 4.1).

Die Keimzahlen der fakultativ anaeroben Bakterien waren verglichen mit denen der
obligat anaeroben Bakterien in den Sputumproben von CF-Patienten &hnlich hoch
(Abb. 4.1). Zwar lagen die Keimzahlen der obligat anaeroben Bakterien geringflgig
héher als diejenigen der fakultativ anaeroben Keime, eine Korrelation zwischen fakultativ
und obligat anaeroben Keimzahlen in allen untersuchten Sputumproben bestand nicht
(R2=0.0009).
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Abbildung 4.1: Keimzahlen von fakultativen Anaerobiern (FA) und obligaten
Anaerobiern (OA) in 92 Sputumproben (m) und sieben Rachenabstrichen (o), Mittelwert
aus dreifacher Doppelbestimmung.

Um die Frage zu beantworten, ob die Anwesenheit bzw. das Vorkommen von obligaten
Anaerobiern im Sputum einen Einfluss auf die Keimzahlen der fakultativen Anaerobier P,
aeruginosa und S. aureus nimmt, wurden die Keimzahlen der fakultativen und obligaten
Keimarten aller Sputumproben korreliert. Der Vergleich von Keimzahlen in Sputum, das
P. aeruginosa zusammen mit obligaten Anaerobiern (24 Proben, 5,7 x 10’ + 1,1 x 10°
KBE/mI) enthélt, und Sputum, welches P. aeruginosa, aber keine obligaten Anaerobier
enthalt (11 Proben, 4,9 x 10" + 8,8 x 10’ KBE/ml) zeigte keinen Unterschied (p=0,825).
Gleiches galt fir Sputumproben mit S. aureus mit (28 Proben, 1,7 x 10" + 3,2 x 10’
KBE/ml) und ohne obligate Anaerobier (5 Sputen, 9,3 x 10° + 1,1 x 10" KBE/ml; p=0,628).
Eine weitere Korrelation ergab, dass auch der Unterschied zwischen den Keimzahlen
der obligaten Anaerobier in Sputumproben mit P. aeruginosa oder S. aureus statistisch
nicht signifikant war (p=0,584).

Von den acht untersuchten Kindern (<18 Jahre) wurden 14 Sputumproben gesammelt
und auf fakultative und obligate Anaerobier untersucht. Bei sechs der Kinder (75,0%)
enthielten 9 Sputumproben (78,6%) obligate Anaerobier.
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Bei den Erwachsenen waren in 94,9% der Sputen obligat anaerob wachsende Keime
nachweisbar. Zwischen den Keimzahlen der Erwachsen und Kinder mit CF gab es keine
signifikanten Unterschiede (fakultative Keime p=0,238; obligate Keime p=0,629). Die
mittleren Keimzahlen der Erwachsenen betrugen fiir die fakultativen Anaerobier 4,8 x 10’
+ 9,4 x 10’ KBE/ml und fiir die obligaten Anaerobier 1,5 x 10" + 6,2 x 10’ KBE/ml. Bei
den Kindern konnten fakultative Keime mit Zahlen von 8,6 x 10° + 1,9 x 10" KBE/ml und
die obligaten Keime mit 5,6 x 10° + 4,5 x 10° KBE/m| nachgewiesen werden. Von einem
Kind wurden funf Sputumproben untersucht. Es konnten vier obligate Keimarten
(Peptostreptococcus prevotii, Staphylococcus saccharolyticus, Actinomyces odonto-
lyticus und Actinomyces turicensis) bis zu 63 Tage lang wiederholt nachgewiesen

werden.

Eine weitere Untersuchung ergab, dass die Keimzahlen in den Sputumproben
verschiedener Altersspannen der CF-Patienten keine bedeutenden Unterschiede zeigten
(Abb. 4.2). Lediglich in der Altersspanne ab 40 Jahre sind die Keimzahlen der obligaten
Anaerobier viel geringer als in den Altersspannen zuvor. In dieser Gruppe konnte nur
eine Probe von einer CF-Patientin im Alter von 64 Jahren untersucht werden. Das Alter
dieser Patientin liegt weit Gber dem Durchschnittsalter eines normalen CF-Patienten
(siehe Einleitung) und lasst sich mdglicherweise durch eine geringe Mutation oder einen
nur geringen Defekt des Chromosoms 7 erklaren.
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Abbildung 4.2: Mittlere Keimzahlen (n=92 Sputumproben) von fakultativen und
obligaten Anaerobiern in flnf verschiedenen Altersspannen.
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4.2 Identifikation der fakultativ und obligat anaeroben Bakterien in
Sputumproben

Von den insgesamt 39 CF-Patienten waren sowohl 14 Patienten chronisch mit
P. aeruginosa, als auch 14 von ihnen mit S. aureus infiziert. Drei der Patienten wiesen
gleichzeitig eine Besiedlung mit den Keimen P. aeruginosa und S. aureus auf, drei
weitere Patienten B. cepacia complex-Bakterien und ein Patient Stenotrophomonas
maltophilia. Bei funf Patienten wurden zwei fakultativ anaerobe Bakterien gleichzeitig
identifiziert (3 x P. aeruginosa zusammen mit S. aureus, 1 x P. aeruginosa mit
Stenotrophomonas maltophilia, 1 x S. aureus mit Stenotrophomonas maltophilia). In
insgesamt 42 der gesammelten Sputumproben wurden mikroaerophile Streptokokken
gefunden. Sie stellen Ublicherweise Kontaminationen der oberen Atemwege dar [Gilligan
1991; Taylor et al. 2006] und wurden in die weitere Auswertung nicht miteinbezogen.

Bei 35 von 39 Patienten (89,7%) wurden einer oder mehrere obligate Anaerobier
gefunden. In den 75 positiven Sputumproben wurden insgesamt 136 obligate Anaerobier
(15 verschiedene Genus und 35 verschiedene Spezies) identifiziert (Tab. 4.1). Pro
Sputumprobe wurden im Hochstfall flinf verschiedene Keime gefunden. Es wurden
ausschlieBlich Keimzahlen von 1 x 10° KBE/ml oder mehr in die Studie aufgenommen.
Daher wurde eine Sputumprobe mit vier identifizierten obligaten Anaerobiern
(Streptococcus constellatus, Streptococcus intermedius, S. saccharolyticus und Ps.
prevotii) und Keimzahlen von je 1 x 10* KBE/ml nicht mit in die Auswertung einbezogen.

Von 26 der insgesamt 39 CF-Patienten (66,7%) wurden wahrend des
Untersuchungszeitraumes zwei oder mehrere (maximal sechs) Sputumproben
abgegeben und ausgewertet. Wahrend bei neun dieser Patienten (34,6%) dieselbe
Spezies wiederholt gefunden wurde, wurden bei zwei der Patienten bis zu drei obligat
anaerobe Spezies gleichzeitig festgestellt. Eine identische Spezies konnte bis zu elf
Monate lang wiederholt nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass einzelne
obligate Anaerobier flr einen langeren Zeitraum in der CF-Lunge existieren kénnen.
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Tabelle 4.1: Obligate Anaerobier in 92 Sputumproben von CF-Patienten (n=39).

Genus Anzahl |Spezies Anzahl
Peptostreptococcus spp. 32 anaerobius 6
micros 1
prevotii 19
tetradius 6
Staphyloccocus spp. 23 sacharolyticus 23
Actinomyces spp. 19 israelii 2
meyeri 3
naeslundii 1
odontolyticus 7
turicensis 6
Veillonella spp. 14 14
Clostridium spp. bifermentans 1
butyricum 1
clostridioforme 2
difficile 2
hastiforme 2
innocuum 1
Streptococcus spp. 8 constellatus 7
intermedius 1
Bacteroides spp. 7 tectum 6
stercoris 1
Gemella spp. morbillorum 4
Capnocytophaga spp. 3
Eubacterium spp. aerofaciens 2
limosum 1
Lactobacillus spp. 3 acidophilus 2
jensenii 1
Mobiluncus spp. 3 curtisii 2
mulieris 1
Prevotella spp. 3 corporis 1
melaninogenica 2
Propionibacterium spp. 3 acnes 1
granulosum 1
propionicum 1
Wolinella spp. 2 2
Gesamtzahl 136 136
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Die insgesamt haufigsten nachgewiesenen Keime waren Peptostreptococcus spp. (32x)
und Staphylococcus spp. (23x). Ihnen folgten Actinomyces spp. (19x), Veillonella spp.
(14x), Clostridium spp. (9x), Streptococcus spp. (8x) und Bacteroides spp. (7x). Acht

weitere Gattungen traten insgesamt 24-mal auf (Tab. 4.1).

Die durchschnittlichen Keimzahlen fir die flinf haufigsten obligaten Anaerobier reichten
von 2,2 x 108 KBE/ml fiir S. saccharolyticus bis zu 3,1 x 10" KBE/ml fiir Actinomyces spp.
(Abb. 4.3).

Peptostreptococcus
spp.

Staphylococcus
saccharolyticus

Actinomyces spp.

Veillonella spp.

Clostridium spp.

[y

105 106 107 108
Keimzahlen [KBE/ml]

Abbildung 4.3: Keimzahlen (n=92 Sputumproben) der finf am haufigsten
nachgewiesenen obligaten Anaerobier.

Um genauer zu untersuchen, welchen Beitrag die identifizierten und quantifizierten
obligaten Anaerobier zur Pathogenese der chronischen Lungeninfektion haben, wurden
die Lungenfunktionsparameter FEV; und FVC aller 39 CF-Patienten bestimmt. Es stellte
sich heraus, dass die Lungenfunktionswerte der Patienten mit Nachweis von obligaten
Anaerobiern sich nicht signifikant von denjenigen der Patienten ohne obligate Anaerobier
(p=0,087 fur FEV;, p=0,880 fur FVC) unterschieden.
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4.3 Rachenabstriche und Vergleich der Keimzahlen mit denen der
Sputumproben

Bei sieben CF-Patienten wurde ein Rachenabstrich entnommen, um eine mdgliche orale
Kontamination des Sputums durch Bakterien des Mund-Rachen-Raumes zu erfassen.
Sowohl fakultative Anaerobier als auch obligate Anaerobier konnten in ihren Sputum-
proben nachgewiesen werden. Die Keimzahlen im Sputum lagen bei 1,4 + 1,5 x 10’
KBE/m fiir die fakultativen und bei 3,8 + 5,8 x 10’ KBE/ml fir die obligaten Anaerobier.

Bei den Untersuchungen der Rachenabstriche wurde bei allen Patienten P. aeruginosa in
der Mundhéhle gefunden (7,3 x 10° + 9,9 x 10° KBE/ml, Abb. 4.1). Es wurden bei drei
von sieben Rachenabstrichen (42,9%) obligat anaerobe Bakterien mit einer Keimzahl
von 7,5 x 10® + 1,1x 10* KBE/ml ermittelt. Im Vergleich zu den Keimzahlen im
untersuchten Sputum lagen die Bakterienzahlen in den Rachenabstrichen mehr als drei
Potenzen niedriger. Eine Kontamination des Sputums mit Bakterien aus der Mundhdhle
wahrend der Expektoration kann somit ausgeschlossen werden (Abb. 4.1).

4.4 Bronchoalveolarlavage

Um beurteilen zu kdénnen, ob das Vorkommen von obligaten Anaerobiern in
respiratorischen Proben spezifisch fir CF-Patienten ist, wurde bei sechs Kindern mit
anderen Lungenerkrankungen als CF eine diagnostische BAL durchgefiihrt. Bei drei der
Patienten war die Lunge steril; es konnten keine Keime in der Lunge nachgewiesen
werden. In den BALs von drei anderen Patienten wurden Streptokokken nachgewiesen,
die als Kontamination der oberen Atemwege anzusehen sind [Gilligan 1991; Taylor
2006]. Zusatzlich fanden sich in dem Probenmaterial fakultativ anaerobe Bakterien in

geringen Keimzahlen (< 4 x 10* KBE/m).

Lediglich bei der Untersuchung der BAL des Patienten mit chronischer
Retentionspneumonie und eitrigen Sekretionen wurde der fakultative Anaerobier S.
aureus (2 x 10° KBE/ml) zusammen mit dem obligat anaerob wachsenden Bakterium S.
saccharolyticus (1 x 10° KBE/ml) nachgewiesen. Dieses Ergebnis macht deutlich, dass
groBe Mengen von hypoxischem Sputum vorliegen muissen, damit obligat anaerobe
Bakterien in hohen Keimzahlen gefunden werden kénnen.
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4.5 Resistenzbestimmung

Die 139 mithilfe von E-Tests® durchgefihrten Resistenzbestimmungen der obligat
anaeroben Keime (136 aus Sputumproben, 3 aus Rachenabstrichen, Tab. 4.2) ergaben
hohe Empfindlichkeiten der obligaten Anaerobier auf die Antibiotika Meropenem
(lediglich 3,6% resistente Stdmme), Piperacillin/Tazobactam (22,3%) und Clindamycin
(283,7%). Im Gegensatz dazu wiesen die Antibiotika Metronidazol (46,0%) und Ceftazidim
(49,6%) eine erheblich geringere Wirksamkeit vor.

Tabelle 4.2: Antibiotische Empfindlichkeit von obligat anaeroben Bakterien, Zahl der
resistenten Stdmme (in %). PTC: Piperacillin/Tazobactam, CM: Clindamycin, MZ:
Metronidazol, MP: Meropenem, TZ: Ceftazidim.

Genus Anzahl PTC CM Mz MP TZ

Peptostreptococcus spp. 32 1(3) 9 (28) 28 (88) 0 (0) 5(16)
S. saccharolyticus 23 18 (78) 1(4) 2(9) 1(4) 21 (91)
Actinomyces spp. 19 1(5) 7 (35) 8 (40) 2 (10) 10 (50)
Veillonella spp. 14 9 (60) 0 (0) 3 (20) 1(7) 12 (80)
Clostridium spp. 9 1(11) 3 (33) 2 (22) 0 (0) 4 (44)
Streptococcus spp. 8 0 (0) 2 (25) 7 (88) 0 (0) 2 (25)
Bacteroides spp. 7 0 (0) 2 (29) 0 (0) 0 (0) 5 (74)
Gemella morbillorum 4 0 (0) 2 (40) 3 (60) 0 (0) 3 (60)
Capnocytophaga spp. 3 0 (0) 1(33) 3 (100) 1(33) 1(33)
Eubacterium spp. 3 0 (0) 2 (67) 2 (67) 0(0) 2 (67)
Lactobacillus spp. 3 0 (0) 3 (100) 0 (0) 0 (0) 1(33)
Mobiluncus spp. 3 0 (0) 0 (0) 1 (33) 0(0) 0 (0)

Prevotella spp. 3 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (67)
Propionibacterium spp. 3 0 (0) 0 (0) 3 (100) 0 (0) 0 (0)

Wolinella spp. 2 1 (50) 1 (50) 2 (100) 0 (0) 1 (50)
Insgesamt 139 22,3% 23,7% 46,0% 3,6% 49,6%
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Bezogen auf die einzelnen Bakterienarten ergaben sich zudem inhomogene Ergebnisse.
Peptostreptococcus spp. wurde am haufigsten getestet (32 quantifizierte und
identifizierte Keime). Alle Peptostreptokokken waren auf Meropenem empfindlich,
wéahrend 87,5% von ihnen gegen Metronidazol resistent waren. Meropenem zeigte auch
eine gute Wirkung gegen S. saccharolyticus (23 Isolate, nur eines war resistent),
Actinomyces spp. (19 Isolate, 10,0% resistent), Veillonella spp. (14 Keime, 7,0%
resistent), Clostridium spp. (neun Keime, alle zu 100% sensibel), Streptococcus spp.
(acht Keime, alle zu 100% sensibel), und Bacteroides spp. (sieben Keime, alle zu 100%
sensibel). Kein anderes Antibiotikum war ebenso effizient bezlglich der sieben
haufigsten Bakterienarten. Ceftazidim war in dieser Hinsicht das am geringsten
wirksame Antibiotikum (Tab. 4.2).

4.6 Exazerbationen

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes wurden bei 12 CF-Patienten
Exazerbationen [Fuchs 1994] festgestellt. Der reduzierte klinische Zustand der Patienten
zu Beginn der Exazerbation spiegelte sich in signifikant reduzierten Lungenfunktions-
parametern im Vergleich zu der Gesamtheit der innerhalb dieser Studie untersuchten
CF-Patienten wider: FEV, betrug 63,2 * 8,3% versus 73,6 + 14,2%, p=0,056, FVC betrug
58,4 + 9,2 versus 72,2 £ 17,5%, p=0,040. Die Keimzahlen der Sputumproben von den 12
Patienten mit Exazerbationen vor Therapie waren den Keimzahlen der insgesamt
untersuchten CF-Patienten sehr dhnlich (5,6 x 10’ + 1,0 x 10° versus 4,3 x 10" + 6,4 x
10" KBE/ml, p=0,642 fiir die fakultativen Anaerobier, und 2,5 x 10" + 7,9 x 10" versus
2,9x 10" + 4,0 x 10’ KBE/ml, p=0,862 f(ir die obligaten Anaerobier, Abb. 4.4).

Alle Patienten mit Exazerbationen erhielten zusatzlich zur normalen Therapie eine zwei-
oder dreiwdchige i.v.-Behandlung mit spezifisch gegen P. aeruginosa wirksamen
Antibiotika wie Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidim, Meropenem oder Cefepim. Nach
Beendigung der Therapie hatten sich die beiden Lungenfunktionsparameter FEV; und
FVC stark verbessert (Abb. 4.4A): FEV, stieg signifikant von 63,2 + 8,3% auf 76,2 +
9,3% (p=0,012) an. FVC zeigte mit 58,4 = 9,2% auf 71,9 £ 16,4% (p=0,071) einen
deutlich positiven Trend an.
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Abbildung 4.4: Nahezu unveranderte Keimzahlen der Anaerobier (A) bei signifikantem
Anstieg der Lungenfunktionswerte (B) von 12 CF-Patienten mit Exazerbationen vor
Beginn der Therapie (m) und nach Therapieende (o), FEV,=Einsekundenkapazitat,
FVC=Vitalkapazitat.

Bei allen Patienten mit Exazerbationen konnten in den Sputumproben obligate
Anaerobier nachgewiesen werden. Die Keimzahlen der fakultativ und obligat anaeroben
Bakterien veranderten sich nur geringflgig nach Therapieende (Abb. 4.4A): flr die
fakultativen Anaerobier sanken die Keimzahlen von 4,3 x 10" + 6,4 x 10" auf 3,7 x 10" +
6,1 x 107, p=0,807, und fiir die obligaten Anaerobier von 2,9 x 10" + 4,0 x 10" auf 8,4 x
10° + 1,1 x 10’ KBE/ml, p=0,134 (Abb. 4.4B). Die Keimreduktion war nur gering, obwohl
die fakultativen Anaerobier im Antibiogramm empfindlich gegen das jeweilige eingesetzte
Antibiotikum waren. Bei sieben der 12 Patienten (58%) mit akuten Exazerbationen
fanden sich nach Therapieende ein oder mehrere obligate Anaerobier, die eine
Resistenz gegen das jeweilige zur Therapie genutzte Antibiotikum zeigten.
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5 Diskussion

Nachweis von obligaten Anaerobiern im Sputum von Patienten mit CF. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in der Uberwiegenden Zahl der
Sputumproben (81,5%) und bei 35 CF-Patienten (89,7%) obligate Anaerobier in einer
Vielzahl von Spezies vorhanden sind. Bereits bei CF-Kindern sind diese Keimarten fast
so haufig zu finden wie bei CF-Erwachsenen. Damit handelt es sich beim Nachweis von
obligat anaeroben Bakterien bei CF-Patienten nicht um eine Ausnahme, diese bakterielle
Besiedlung der Lunge stellt vielmehr fiir CF-Patienten die Regel dar.

Dieses Ergebnis ist in weitgehender Ubereinstimmung mit den Untersuchungen anderer
Forschergruppen [Rogers et al. 2004; Field et al. 2005; Harris et al. 2005]. Zwar wurden
in unserer Studie nicht so haufig Prevotella spp. nachgewiesen wie bei Harris et al. oder
Rogers et al., die Prevotella spp. in bis zu 57% [Harris et al. 2005] oder 71% [Rogers et
al. 2004] der Sputumproben fanden. Diese Differenzen sind mdglicherweise auf
eventuelle regionale Unterschiede oder unterschiedliche Nachweistechniken zurtck-
zufiihren. So wurden zum Beispiel in der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu Field
[Field et al. 2005] keine Antibiotika-haltigen Nahrmedien verwendet. AuBerdem ist es gut
maoglich, dass die rRNA-Methode eine hdhere Sensitivitét beziglich des Nachweises von
niedrigen Keimkonzentrationen der obligaten Anaerobier aufweist. Eine zuséatzliche
Erklarung flr die Unterschiede zwischen den anaeroben Identifikationen kénnte durch
unterschiedliche Taxonomie und Nomenklatur der obligaten Anaerobier gegeben sein.
(Die Bezeichnungen fur die obligaten Anaerobier werden kontinuierlich modifiziert
[Koneman et al. 1997; Vandamme 2003]. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Taxonomie verwendet, die durch die Hersteller der jeweiligen biochemischen
Identifikationssysteme vorgegeben worden war.)

Identifikation von obligaten Anaerobiern. Zwischen dem Nachweis von bestimmten
obligat anaeroben Bakterienspezies (Tab. 4.1) und dem Nachweis von P. aeruginosa
oder S. aureus bestand keine signifikante Korrelation. Auch die Keimzahlen der
einzelnen identifizierten obligaten Anaerobierspezies unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit der Begriff "obligate Anaerobier"

ohne weitere Spezifikation verwendet. Da jeder einzelne anaerobe Stamm in dieser
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Arbeit auf Wachstum in normaler Luft getestet wurde, und jeder Stamm, der unter diesen
Wachstumsbedingungen Uberlebte, im Rahmen der weiteren Evaluation unberlcksichtigt
blieb, sind mit dieser MaBnahme fakultative und aerotolerante Anaerobier aus der
Untersuchung ausgeschlossen worden. Somit wurden ausschlieBlich strikte und moderat
obligate Anaerobier im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Im Umkehrschluss bedeutet
der haufige Nachweis dieser obligaten Anaerobier in hohen Keimzahlen allerdings auch,
dass groBe Teile dieses Sputums hypoxisch oder anaerob sein missen, wie dies bereits
friher in einer Untersuchung von Worlitzsch et al. (2002) gezeigt worden war.

Anaerobier sind bei den standardmaBigen aeroben Kultivierungsmethoden nicht
nachweisbar, da sie aufgrund ihrer Sauerstoffempfindlichkeit bei Zutritt von Luftsauerstoff
auf Nahrbdden keine Kolonien ausbilden. Sie werden nach ihrer Fahigkeit, in Gegenwart
von Luftsauerstoff existieren zu kénnen, eingeteilt in obligat anaerobe und aerotolerante
Bakterien. Letztere zeigen kein oder ein nur sehr geringes Wachstum auf
Agarndhrmedien bei Raumluft oder in einem Inkubator mit 5 - 10% Kohlendioxid auf.
Unter strengen anaeroben Bedingungen dagegen bilden sie normale Kolonien auf den
Nahrmedien. Die obligaten Anaerobier werden weiter unterschieden in strikte und
moderate obligate Anaerobier. Fir die strikt-obligaten Anaerobier ist der atmospharische
Sauerstoff hochgradig toxisch. Sie wachsen nicht auf Agaroberflaichen, wenn der
Sauerstoffgehalt der Umgebung gréBer als 0,5% ist. Die am haufigsten aus Laborproben
isolierten Anaerobier sind die moderaten obligaten Anaerobier. Der Luftsauerstoff ist
auch fur diese Bakterien toxisch. Da diese Bakterien eine héhere Toleranz gegentber
den toxischen Wirkungen des Sauerstoffs haben, kénnen sie in Gegenwart von
Sauerstoffkonzentrationen von 2 - 8% (Durchschnitt: 3%) eine kurze Zeit lang existieren
[Koneman et al. 1994].

Quantifikation der obligaten Anaerobier. Die obligat anaerob wachsenden Bakterien
im CF-Sputum erreichten mit 2,2 x 10" + 6,9 x 10’ KBE/ml sehr hohe Keimzahlen
(Abb. 4.1). Der Nachweis von Anaerobiern mithilfe der modernen und haufig
verwendeten rRNA-Technik [Rogers et al. 2004; Harris et al. 2005] konnte die Mdglich-
keit einer oralen Kontamination nicht ausschlieBen [Boutaga et al. 2005; Lee et al. 2006;
Gura 2008]. Da die Sensitivitat dieser Methode extrem hoch ist, gentigt méglicherweise
bereits ein kurzer Kontakt des ausgehusteten Sputums mit der kontaminierten
Mundschleimhaut fir einen positiven rRNA-Nachweis von obligaten Anaerobiern.
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Ausschluss einer oralen Kontamination des Sputums. Es wurden Rachenabstriche
bei CF-Patienten durchgefiihrt, die sowohl P. aeruginosa als auch obligate Anaerobier im
Sputum mit Keimzahlen von mehr als 1 x 10" KBE/ml aufwiesen. Nach erfolgter Expek-
toration des Sputums war P. aeruginosa in allen Rachenabstrichen nachweisbar,
wahrend nur bei wenigen CF-Patienten auch obligate Anaerobier gefunden wurden. Die
Keimzahlen flr P. aeruginosa und die obligaten Anaerobier waren sehr &hnlich
(Abb. 4.1). Beide lagen um mehr als drei Zehnerpotenzen unter den Keimzahlen des
Sputums. Dieses Ergebnis zeigt, dass die obligaten Anaerobier mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit nicht eine Verunreinigung aus der Mundhéhle darstellen,
sondern dass diese Bakterien aus dem Sputum stammen, wo sie sich auch bis auf die
gemessenen Keimzahlen vermehren kénnen muissen. Trotzdem k&énnen natdrlich
obligate Anaerobier aus der Mundhéhle eine Quelle fur die Lungeninfektion mit diesen

Keimen darstellen, wobei dann eine Vermehrung im Sputum unabdingbar ist.

Untersuchungen der Bronchiallavagen bei Patienten mit anderen pulmono-
logischen Erkrankungen. Um zu vergleichen, ob obligate Anaerobier auch in Lungen
von Patienten ohne CF vorkommen kénnen, wurden Proben aus Bronchiallavagen von
sechs Kindern untersucht. Diese Kinder litten unter akuten Lungenentziindungen. Es
wurden BAL-Proben untersucht, da diese Kinder nicht spontan Sputum produzieren
wirden. Lediglich bei einem dieser Kinder wurden der obligate Anaerobier S.
saccharolyticus (1 x 10° KBE/ml) zusammen mit dem fakultativen Anaerobier S. aureus
(2 x 10° KBE/ml) in geringer Keimzahl in der Bronchiallavage gefunden. Dieser 16-
jahrige Patient litt von Geburt an an einer chronischen Retentionspneumonie mit
Skoliose auf Grund von perinatalen zerebralen Insulten, und produzierte chronisch
purulente Sekrete, die sehr ahnliche Bedingungen wie das Sputum von CF-Patienten
darstellten. Dies Ergebnis bedeutet, dass mdglicherweise obligate Anaerobier auch in
der Lunge von Patienten mit anderen chronischen Lungenerkrankungen gefunden
werden kdnnen, bei denen es auch zu Sputumproduktion kommt, wie zum Beispiel bei

COPD oder Bronchialkarzinomen.

Persistenz der nachgewiesenen obligaten Anaerobier. Bei 11 von 26 CF-Patienten
(42,3%), von denen mehrfache Sputumproben abgegeben wurden, wurde dieselbe
anaerobe Spezies wiederholt gefunden. Identische Spezies konnten fir die Dauer von
bis zu 11 Monaten nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis bedeutet, dass auch obligate
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Anaerobier fir langere Zeit in der CF-Lunge persistieren kénnen, was flr P. aeruginosa
und S. aureus bereits nachgewiesen worden war [Goerke et al. 2000; Jelsbak et al.
2007].

Antibiogramm der obligaten Anaerobier. Die in vitro-Daten der Resistenztestung von
139 obligaten Anaerobiern (Tabelle 4.2) erlauben weitere Schlisse: Ceftazidim,
Piperazillin/Tazobactam, und Meropenem wurden fir die Resistenztestung ausgesucht,
weil diese Antibiotika haufig in der Therapie der chronischen Lungeninfektion von CF-
Patienten verwendet werden [Kerem et al. 2005]. Zuséatzlich zeigen diese Antibiotika in
der Regel eine gute Wirksamkeit gegen eine Reihe von Anaerobiern [Park et al. 1992].
Weiterhin wurden Metronidazol und Clindamycin zur Resistenztestung ausgewahlt, weil
diese Antibiotika ebenfalls gegen viele Anaerobier wirksam sind, aber normalerweise
nicht in der Therapie von chronischen Lungeninfektionen bei CF-Patienten verwendet
werden [Park et al. 1992; Kerem et al. 2005]. Fir Ceftazidim wurde ein vergleichsweise
hoher Prozentsatz an resistenten Stammen (51,4%, Tab. 4.2) festgestellt. Dieses
Antibiotikum wird am Universitatsklinikum Halle haufig in der Therapie von CF-Patienten
verwendet. Insofern ist der hohe Prozentsatz an Resistenzen nicht Gberraschend. Fur
Piperazillin/Tazobactam wurde mit 18,8% ein niedrigerer Satz an Resistenzen gefunden,
was durch eine seltenere Verwendung dieses Antibiotikums in der CF-Therapie zu
erklaren ist. Unklar bleibt dagegen, wodurch die Resistenzen gegen Clindamycin
(283,2%) oder Metronidazol (48,6%, Tab. 4.2) zu erklaren sind. Diese Antibiotika werden
in der Regel nicht in der CF-Therapie verwendet [Park et al. 1992; Kerem et al. 2005].
Sie spielen als Reserveantibiotika bei Penicillin-Allergien eine Rolle und werden in der
Zahnheilkunde als Reserveantibiotikum zur Antibiotika-Prophylaxe vor Eingriffen bei

Patienten mit gesteigertem Endokarditis-Risiko (Klappenersatz 0.A.) eingesetzt.

Die beste Resistenzsituation liegt bei Meropenem vor: lediglich 3,6% der untersuchten
Stamme waren resistent. Somit wirde dieses Antibiotikum (bei gleichzeitiger in vitro-
Wirksamkeit gegen P. aeruginosa) eine gute Mdglichkeit zur antibiotischen Therapie der
obligaten Anaerobier abgeben. Ob eine solche Therapie allerdings sinnvoll ist, kann erst
entschieden werden, wenn der Beitrag der obligaten Anaerobier zur Pathogenese der
CF-Lungeninfektion néher untersucht ist. Eine Empfehlung zur Therapie der obligaten
Anaerobier beim derzeitigen Wissensstand ware verfriht.
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Keimzahlen und Lungenfunktionswerte bei Patienten mit Exazerbationen. Aus den
vorliegenden Daten zur Therapie von CF-Patienten mit Exazerbationen lassen sich
dennoch eine Reihe von Schlissen ziehen. Bei allen 12 CF-Patienten mit
Exazerbationen wurden ein oder mehrere obligate Anaerobier sowohl vor als auch nach
i.v.-Therapie im Sputum gefunden. Die Keimzahlen im Sputum waren sowohl fir die
fakultativen wie auch die obligaten Anaerobier nahezu gleich. Allerdings verbesserte sich
der klinische Zustand der Patienten nach Therapie erheblich, was sich an den signifikant

verbesserten Lungenfunktionswerten zeigte.

In vivo-Therapieerfolg gegen die obligaten Anaerobier. Dass gegen P. aeruginosa
gerichtete Antibiotika diesen Mikroorganismus bei Vorliegen einer chronischen Infektion
nicht vollstdndig eradizieren kdénnen, ist aus eine Reihe von Publikationen bekannt
[Déring et al. 2000; Gibson et al. 2003; Ratjen und Déring 2003; Kerem et al. 2005;
Taccetti et al. 2005]. In dieser Arbeit konnte allerdings erstmalig gezeigt werden, dass
obligate Anaerobier ebenfalls nicht eradiziert werden kénnen. Fir die Mehrzahl der
untersuchten Patienten mit Exazerbationen liess sich dies durch die Tatsache erklaren,
dass die nach Therapie vorhandenen obligaten Anaerobier gegen das in der Therapie
verwendete Antibiotikum resistent waren. In diesen Fallen scheint es also zu einer
Selektion von resistenten Anaerobiern gekommen zu sein. Seltener mag eine Persistenz
von resistenten obligaten Anaerobiern vorgelegen haben. Dieser Vorgang kann durch die
Verwendung von gegen P. aeruginosa gerichteten Antibiotika wie z.B. Ceftazidim
verursacht worden sein. AuBerdem stimmt auch die niedrige Prozentzahl von obligaten
Anaerobiern, die gegen Meropenem resistent sind, mit der seltenen Verwendung dieses
Antibiotikums in der CF-Therapie Uberein.

Die gleichen Bedingungen, die fir das Versagen einer Therapie gegen P. aeruginosa
verantwortlich gemacht werden, liegen auch bei der Therapie der obligaten Anaerobier
vor. Dies kann teilweise durch das hochviskése Sputum verursacht sein, welches groBe
Mengen an DNA und anderen Makromolekullen enthalt [Gibson et al. 2003; Ratjen und
Déring 2003; Paul et al. 2004]. Der massiv reduzierte Sauerstoffpartialdruck im Sputum
tragt ebenfalls zu einer verminderten Wirksamkeit zahlreicher Antibiotika bei [Worlitzsch
et al. 2002; Park et al. 2004; Hill et al. 2005]. Trotzdem hat natUrlich die i.v.-Therapie mit
Antibiotika erhebliche Bedeutung bezlglich der Verbesserung des klinischen Status der
CF-Patienten. Dies zeigte auch in unserer Studie der signifikante Anstieg der
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Lungenfunktionsparameter nach Therapie (Abb. 4.4A).

Die im Rahmen der Arbeit erhobenen Daten weisen darauf hin, dass obligate Anaerobier
bei der Mehrzahl der chronischen Lungeninfektionen von CF-Patienten vorhanden sind.
Speziell bei Exazerbationen scheinen sie eine bedeutende Rolle zu spielen. Liegen
Mischinfektionen vor, so kann mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass das
Vorkommen von obligaten Anaerobiern durch das Vorhandensein von fakultativen
Anaerobiern wie P. aeruginosa oder S. aureus unterstitzt wird. Die letzteren Bakterien
metabolisieren vorzugsweise aerob, und schitzen damit die obligaten Anaerobier vor
dem firr diese Bakterien toxischen Sauerstoff [McKenney et al. 1999; Worlitzsch et al.
2002; Yoon et al. 2002, Ulrich et al. 2007]. Auf welche Weise aber die fakultativen
Anaerobier letztlich von der Gegenwart der obligaten Anaerobier profitieren, kann bislang
auf Basis der aktuellen Literatur noch nicht hinreichend erklart werden.
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6 Schlussfolgerungen

Zurzeit gibt es keine kausale, also die Cystische Fibrose selbst bekdmpfende Therapie.
Bisher kénnen nur bestimmte Symptome verbessert, gemildert oder beseitigt werden.
Trotz des Fehlens einer kausalen Therapie ist die durchschnittliche Lebenserwartung der
CF-Patienten in den letzten Jahrzehnten erheblich angestiegen. Um die Lebensqualitat
und letztlich auch die Lebenserwartung der CF-Patienten weiterhin verbessern zu
kénnen, bedarf es genauerer Untersuchungen der pathophysiologischen Mechanismen
vor allem der chronischen Lungeninfektion, da sie den wichtigsten Grund fur den
vorzeitigen Tod bei CF darstellt.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse beinhalten grundsatzlich neue
Erkenntnisse zur Pathogenese und Therapie der chronischen CF-Lungeninfektion. Die
Tatsache, dass obligat anaerobe Bakterien in hohen Keimzahlen im Sputum beinahe
aller CF-Patienten zu finden waren, deutet darauf hin, dass die traditionellen derzeitigen
pathogenetischen Modelle fir die CF-Lungeninfektion bezlglich der beteiligten
Mikroorganismen nicht ausreichen. Zukulnftig sollten bei allen Untersuchungen, die sich
mit dem Zusammenwirken von Mikroorganismen und der kérperlichen Abwehr in der CF-
Lunge beschéftigen, zusatzlich zu den fakultativen auch die obligaten Anaerobier
berlcksichtigt werden. Auch die bekannten Therapieansatze, die ausschlieBlich gegen
fakultative Anaerobier gerichtet sind, sollten neu Uberdacht werden. Eine Therapie mit
spezifischen, auch gegen obligate Anaerobier wirksamen Antibiotika kann mdglicher-
weise die Behandlung der chronischen Lungenentziindung verbessern. Jedoch sollte vor
Einsatz einer spezifisch gegen obligate Anaerobier gerichteten Therapie zunachst deren
Bedeutung fir die CF-Lungeninfektion in weiteren Untersuchungen geklart werden.

Zuséatzlich impliziert der Nachweis obligater Anaerobier in den Sputumproben bei den
meisten CF-Kindern innerhalb dieser Studie, dass anaerobe Wachstumsbedingungen in
deren Lungen verbreitet vorliegen. Eine Keimbesiedlung auch mit obligaten Anaerobiern
findet bereits friihzeitig im Leben der CF-Patienten statt. Diese Tatsache beeinflusst
héchstwahrscheinlich Phanotyp und Antibiotika-Empfindlichkeit der anaeroben Bakterien.
Fortflhrende Untersuchungen sollten sich daher auch mit dieser neuen Erkenntnis
befassen. Denn je friher mit der Behandlung der chronischen CF-Lungenentziindung

begonnen wird, desto glinstiger ist mdglicherweise deren Prognose.
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7 Zusammenfassung

Chronische bakterielle Lungenentziindungen sind die Hauptursache fir die deutlich
reduzierte Lebenserwartung der Patienten mit Mukoviszidose (Synonym: cystic fibrosis,
CF). Die fakultativ anaeroben Erreger Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus
aureus sind bei der Uberwiegenden Zahl der Patienten zu finden. Allerdings kénnen auch
andere Bakterien wie obligate Anaerobier an der Entstehung der chronischen
Lungenentziindung der CF-Patienten beteiligt sein.

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, in welchem AusmaB obligate
Anaerobier im Sputum von Patienten mit CF existieren. Es wurde eine genaue
Identifikation aller fakultativ und obligat anaerob wachsenden Keime durchgeflhrt.
Weiterhin erfolgte eine Quantifikation aller Keime. Um zu Uberprifen, ob obligate
Anaerobier nur in der CF-Lunge vorkommen, wurden Bronchiallavagen von Patienten mit
anderen Lungenerkrankungen als CF auf ihren Keimgehalt untersucht. Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit bestand darin, zu prifen, ob eine Kontamination des Sputums mit obligat
anaeroben Keimen aus der Mundhéhle wahrend der Expektoration stattfindet, oder ob
sich die Keime im Sputum der CF-Patienten vermehren. Zusétzlich wurde untersucht, ob
identische obligat anaerobe Keime bei CF-Patienten Uber einen langeren Zeitraum
nachweisbar sind. Weiterhin wurde getestet, gegen welche Antibiotika die gefundenen
obligaten Anaerobier in vitro empfindlich sind, und ob eine Therapie mit anti-anaerob
wirksamen Antibiotika auch in vivo erfolgsversprechend ist. Zu diesem Zweck wurden die
Keimzahlen sowie die routinemaBig erhobenen Lungenfunktionparameter der CF-
Patienten vor und nach der Behandlung von Exazerbationen untersucht.

Es wurden fakultative und obligate Anaerobier in 92 Sputumproben (8 Kinder und 31
Erwachsene) von CF-Patienten mithilfe von biochemischen Identifikationssystemen
bestimmt. Die Quantifikation aller Bakterien erfolgte durch Verdinnungsreihen mit
Doppelbestimmungen. Die Resistenztestung der obligaten Anaerobier wurde gegen die
funf Antibiotika Meropenem, Piperacillin/Tazobactam, Clindamycin, Metronidazol und
Ceftazidim mithilfe von E-Tests® durchgefihrt. Eine Quantifikation der obligaten
Anaerobier erfolgte auch in Rachenabstrichen von sieben CF-Patienten sowie in Proben
aus bronchoalveolaren Lavagen von finf Patienten mit akuten Lungeninfektionen.
Zusatzlich wurde untersucht, ob eine konventionelle, gegen P. aeruginosa gerichtete
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Antibiotika-Therapie die Keimzahlen der obligaten Anaerobier reduziert, und ob die
routinemaBig erhobenen Lungenfunktionsparameter FEV, und FVC verandert werden.

Bei 89,7% der CF-Patienten (bei 78,6% der Kinder und bei 94,9% der Erwachsenen)
wurden obligate Anaerobier nachgewiesen. Es handelte sich um 15 Genera und 35
Spezies. Die Bakterien S. saccharolyticus (23 x) und Peptostreptococcus prevotii (32 x)
wurden am haufigsten identifiziert. Die Keimzahlen im Sputum (Mittelwert: 1,3 x 10" + SD
5,6 x 10" KBE/ml) lagen in der gleichen GréBenordnung wie die Keimzahlen der
fakultativen Anaerobier P. aeruginosa und S. aureus (4,4 x 10" + 9,0 x 10" KBE/ml).
Identische obligate Anaerobier konnten bis zu elf Monate lang bei einzelnen Patienten
nachgewiesen werden. Niedrige Keimzahlen (7,5 x 10° + 1,1 x 10* KBE/ml) in den
Rachenabstrichen von lediglich drei der sieben untersuchten Patienten belegen, dass
orale Kontaminationen der Sputumproben keinesfalls fir die um drei Zehnerpotenzen
héheren Keimzahlen im Sputum verantwortlich sein kénnen, sondern dass eindeutig eine
Vermehrung der obligaten Anaerobier im Sputum stattfinden muss. Die
Resistenzbestimmungen ergaben eine gute Wirksamkeit von Meropenem (lediglich 3,6%
resistente Stdmme), eine reduzierte Wirkung von Piperazillin/Tazobactam (22,3%) und
Clindamycin (283,7%), wahrend Metronidazol (46,0%) und Ceftazidim (49,6%) erheblich
schlechter wirkten. Eine i.v.-Therapie gegen P. aeruginosa im Rahmen von akut
auftretenden Exazerbationen bei 12 CF-Patienten bewirkte zwar eine signifikante
Verbesserung der Lungenfunktion (FEV; stieg von 63,3 + 8,3% auf 76,2 + 9,3%,
p=0,012; FVC von 58,4 + 9,2% auf 71,9 + 16,4%, p=0,071), nicht aber eine Reduktion
der fakultativen oder obligaten Anaerobier. Bei 58% der Patienten mit akuten
Exazerbationen wurden obligate Anaerobier gefunden, die gegen das jeweilige bei
Therapie verwendete Antibiotikum bereits resistent waren.

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit, dass bei der lGberwiegenden Mehrheit der CF-
Patienten obligate Anaerobier im Sputum nachweisbar sind, deckt sich mit den Angaben
aus der Literatur, und kann damit als gesicherte Tatsache angesehen werden. Die
nachgewiesenen hohen Keimzahlen belegen eine Vermehrung der obligaten Anaerobier
im Sputum, wie dies auch fir die fakultativen Anaerobier der Fall ist. Wahrend in fast
allen Sputumproben obligate Anaeobier gefunden wurden, sind dagegen diese Keime in

Bronchiallavagen von Kindern mit akuten Lungeninfektionen nicht nachweisbar.
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Allerdings konnten auch bei einem Kind mit chronischer Retentionspneumonie und
massenhaft purulenten Sekreten obligate Anaerobier nachgewiesen werden. Dies spricht
daflir, dass mdoglicherweise bei chronischen Lungeninfektionen mit Sputumproduktion
obligate Anaerobier vorkommen kdénnen, wahrend dies bei akuten Infekten ohne
Sputumproduktion auf Grund der aeroben Verhéltnisse nicht méglich ist. Die Persistenz
identischer obligater Anaerobier flr bis zu elf Monate trotz Antibiotika-Gabe gegen die
fakultativen Anaerobier demonstriert eine gute Anpassung der Keime an die Verhaltnisse
in der CF-Lunge. Haufige Resistenzen der obligaten Anaerobier gegen Ceftazidim sind
durch die haufige Verwendung dieses Antibiotikums in der Therapie gegen P. aeruginosa
zu erklaren. Auch der Nachweis von resistenten obligaten Anaerobiern nach Therapie
von Exazerbationen in 58% der Patienten ist durch eine Selektion dieser Stdmme unter

subinhibitorischen Antibiotika-Konzentrationen erklarbar.

Inwieweit aber die obligaten Anaerobier zur Pathogenese der CF-Lungeninfektion
beitragen, ist weiterhin unbekannt, insbesondere vor dem Hintergrund der zahlreichen
unterschiedlichen nachgewiesenen Spezies. Moéglicherweise kdnnte eine Therapie mit
spezifischen, auch gegen obligate Anaerobier wirksamen Antibiotika (z.B. Meropenem),
die Behandlung der chronischen Lungenentziindung und somit die Lebenserwartung der
CF-Patienten verbessern. Eine derartige Therapie sollte aber erst nach erfolgtem in vitro-
Nachweis ihrer Pathogenitat unternommen werden. So ist es unter Umstanden denkbar,
dass die obligaten Anaerobier die CF-Patienten vor P. aeruginosa schiitzen, indem sie
die Vermehrung dieser Bakterien reduzieren. Eine Therapie gegen obligate Anaerobier
wirde in diesem Fall eine Aufhebung des protektiven Effektes und damit eine

Exazerbation bewirken.

Unabhangig von den therapeutischen Optionen besteht die wichtigste Konsequenz der
vorliegenden Arbeit darin, dass bei allen zuklnftigen Untersuchungen zur Pathogenese
der chronischen Lungeninfektionen bei CF das obligatorische Vorkommen von
antibiotika-resistenten obligaten Anaerobiern in hohen Keimzahlen bei CF-Patienten
bertcksichtigt werden muss.
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10 Anhang
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Tab. 10.1:

Anaerobier in 92 Sputumproben

Keimzahlen der nachgewiesenen fakultativen und obligaten

Sputum-Nr. | Fakultative Anaerobier | KBE/ml | Obligate Anaerobier | KBE/ml
1 S. aureus 1,5 x 10° | Ps. prevotii 2,0x10°
2 B. cepacia 6,0 x 10° | C. clostridioforme 9,0 x 10°

Strept. intermedius 6,5x 10°
3 P. aeruginosa 3,5 x 10° | Ps. prevotii 2,5x10°
Strept. spp. 4,5 x 10° | Prop. acnes 1,0 x 10°
4 P. aeruginosa 4,0 x 10° | Ps. prevotii 4,5x10°
Strept. constellatus 1,0 x 10°
5 P. aeruginosa 2,5x 10° | Ps. prevotii 2,5x 10°
S. saccharolyticus 1,0 x 10°
Ps. anaerobius 2,0 x 10°
6 Strept. vestibularis 3,5 x 10° | A. turicensis 1,0x 10°
Ps. prevotii 5,0x10°
Ps. anaerobius 1,0 x 10°

7 P. aeruginosa 2,0x 10’
8 P. aeruginosa 1,5 x 107 | C. bifemetans 1,0 x 10°
9 S. aureus 1,5 x 10° | S. saccharolyticus 3,0x10°
10 P. aeruginosa 1,0 x 10" | Ps. anaerobius 1,0 x 10°
11 P. aeruginosa 2,5 x 10" | L. acidophilus 4,5x 10°
12 P. aeruginosa 3,0 x 10" | Ps. prevotii 25x10°
Ps. tetradius 3,0x10°

13 S. aureus 1,5 x 10’
14 P. aeruginosa 3,5x 10" | A. meyeri 5,5x 10°

15 S. aureus 2,5x 10’

16 P. aeruginosa 8,5x 10’
17 S. aureus 2,5x 10" | E. aerofaciens 2,0x 10’
18 P. aeruginosa 2,5 x 10° | S. saccharolyticus 1,3 x10°
19 B. cepacia 3,5 x 10° | Ps. prevotii 2,5x 10’
20 S. aureus 8,5 x 10° | C. difficile 2,5x 10’
Ps. tetradius 7,0 x 10°
21 S. aureus 2,5 x 10° | E. aerofaciens 2,5x10°
Strept. spp. 6,0 x 10° | Wolinella spp. 6,5x 10°
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Tab. 10.1: Keimzahlen der nachgewiesenen fakultativen und obligaten Anaerobier

in 92 Sputumproben (Fortsetzung)

Sputum-Nr. | Fakultative Anaerobier | KBE/ml | Obligate Anaerobier | KBE/ml
22 P. aeruginosa 1,4 x 10" | Gemella morbillorum | 6,5 x 10°
23 P. aeruginosa 1,0 x 10°
24 S. aureus 3,0 x 10° | A. odontolyticus 7,0x 10°

Ps. tetradius 1,0 x 10°
25 S. aureus 3,5x10° | A. naeslundi 1,0x 10°
26 S. aureus 6,5 x 10° | Ps. anaerobius 1,0x 10°
27 P. aeruginosa 5,0 x 10° | Veillonella spp. 3,0x 10’
28 S. aureus 3,5x 10" | A. odontolyticus 25x10°
P. aeruginosa 1,0 x 107
29 S. aureus 8,0 x 10° |S. saccharolyticus 1,0 x 10°
Ps. prevotii 2,5x10°
30 S. aureus 6,5 x 10" | Veillonella spp. 1,0 x 107
Strept. spp. 1,0 x 10°
31 S. aureus 8,0 x 10" |Bac. tectum 3,0x 10°
32 S. aureus 5,5x 10" | Strept. constellatus 5,0x 107
P. aeruginosa 2,0 x 10°
33* P. aeruginosa 2,5x 10° | Strept. constellatus 1,0 x 10*
Ps. prevotii 1,0x 10°
Strept. intermedius 1,0x 10°
S. saccharolyticus 1,0 x 10°
34 S. epidermidis 8,5x 10" |E. limosum 2,0x 10°
A. odontolyticus 2,0 x 10°
35 S. aureus 2,5x10°
P. fluoreszens 3,5x10°
36 P. aeruginosa 2,5x 10’
37 S. aureus 3,5x 10" | Strept. constellatus 1,5x10°
P. aeruginosa 4,0 x 10’
Strept. spp. 2,0 x 10°
38 S. aureus 2,0 x 10" | Bac. tectum 5,0x 10’
Strept. spp. 2,5x10°
39 Strept. intermedius 1,0 x 10" | Ps. prevotii 1,0 x 10°
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Tab. 10.1: Keimzahlen der nachgewiesenen fakultativen und obligaten Anaerobier

in 92 Sputumproben (Fortsetzung)

Sputum-Nr. | Fakultative Anaerobier | KBE/ml | Obligate Anaerobier | KBE/ml
B. gladioli 1,5x 10°
S. epidermidis 1,0x 10°
40 Strept. spp. 1,5 x 10° | Ps. prevotii 2,5x10°
S. aureus 3,0 x 10° | Bac. tectum 2,0x 10’
41 Strept. pneumoniae 1,0x 10°
42 S. aureus 1,0 x 10" | S. saccharolyticus 1,0x 10°
43 S. aureus 4,5 x 10° | Ps. prevotii 3,0x10°
Strept. spp. 1,0x 10°
44 S. aureus 5,5 x 10° | Veillonella spp. 1,0 x 10°
A. turicensis 2,0x 10°
45 S. aureus 7,0 x 10° | S. saccharolyticus 2,0 x 10°
46 S. auricularis 1,5 x 10° | Ps. tetradius 1,0x 10°
Strept. vestibularis 2,0 x 10° | Ps. prevotii 1,0x 10°
47 Sten. maltophilia 6,0 x 10° | Strept. intermedius 5,5x 10°
Strept. constellatus 2,5 x 10° | S. saccharolyticus 5,5x 10°
48 Strept. sanguis 1,0 x 10°
P. aeruginosa 4,0x10°
49 S. aureus 8,0 x 10° | Capnozytophaga spp. | 6,0 x 10°
Strept. vestibularis 8,0 x 10° | A. turicensis 1,0 x 10°
Stom. mucilaginosus 1,0 x 10° | A. meyeri 1,0 x 10°
50 P. aeruginosa 4,5x 10" | Ps. micros 4,5x 10’
51 S. epidermidis 7,0 x 10° | S. saccharolyticus 1,5 x 10°
Strept. salivarius 2,5 x 10° | Veillonella spp. 3,5x10°
Stom. mucilaginosus 3,0 x 10° | C. clostridioforme 1,0 x 10°
Pr. melaninogenica 2,0 x 10°
52 P. aeruginosa 5,5 x 10° | Gemella morbillorum | 1,5x 10°
Strept. salivarius 2,0 x 10° | S. saccharolyticus 6,0 x 10°
Ps. prevotii 1,0 x 10°
Veillonella spp. 5,0 x 10°
53 S. aureus 1,3x 10" | Ps. prevotii 1,0x 10°
Strept. sanguis 1,5 x 10° | S. saccharolyticus 4,5x10°
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Tab. 10.1: Keimzahlen der nachgewiesenen fakultativen und obligaten Anaerobier
in 92 Sputumproben (Fortsetzung)

Sputum-Nr. | Fakultative Anaerobier | KBE/ml | Obligate Anaerobier | KBE/ml
54 P. aeruginosa 4,0 x 10° | Bac. tectum 3,5x 10°
Strept. vestibularis 7,5 x 10° | Veillonella spp. 1,0 x 10°
55 B. cepacia 25x10% | S. saccharolyticus 4,0x10°
Strept. salivarius 1,0 x 10° | Veillonella spp. 5,5x 10°
Ps. prevotii 2,0x 10°
56 Strept. vestibularis* 4,5 x 10* | Strept. constellatus 1,0 x 10°
Flav. oryzihabitans 2,0 x 10° | A. meyeri 1,0 x 10°
57 Strept. sanguis 4,5x 10°
P. aeruginosa 8,5x 10°
58 P. aeruginosa 3,5 x 10" | Veillonella spp. 3,5x 10°
Strept. intermedius 2,5x10°
59 B. cepacia 1,0 x 10° | S. saccharolyticus 1,0 x 10°
Strept. salivarius 5,5 x 10° | Gemella morbillorum | 1,5 x 10°
60 S. aureus 8,0 x 10° | Strept. constellatus 3,0 x 10’
P. aeruginosa 6,0 x 10’
61 Sten. maltophilia 4,0 x 10° | S. saccharolyticus 2,0 x 10°
Strept. constellatus 4,0x10°
62 P. aeruginosa 6,0 x 10" | C. hastiforme 5,5x 10
Strept. oralis 1,0 x 10° | Gemella morbillorum | 3,0 x 10°
Bac. tectum* 1,0 x 10*
63 P. aeruginosa 1,0 x 10° | S. saccharolyticus 1,0x 10’
Pr. melaninogenica 1,5 x 107
Pr. corporis 7,5x10°
64 P. aeruginosa 2,0 x 10° | A. turicensis 5,5 x 10°
Strept. vestibularis 1,2x 10’
65 S. aureus 1,5x10°
S. capitis 2,0 x 10°
Strept. sanguis 5,0 x 10°
66 S. aureus 3,0 x 10° | A. odontolyticus 2,5x10°
Strept. sanguis 7,0 x 10° | A. turicensis 3,0 x 10°
Stom. mucilaginosus 3,5 x 10° | S. saccharolyticus 2,0 x 10°
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Tab. 10.1: Keimzahlen der nachgewiesenen fakultativen und obligaten Anaerobier

in 92 Sputumproben (Fortsetzung)

Sputum-Nr. | Fakultative Anaerobier | KBE/ml | Obligate Anaerobier | KBE/ml
Wolinella spp. 1,5x 10°
67 Sten. maltophilia 1,0 x 10° | A. israelii 7,5 x10°
Strept. salivarius 3,0 x 10° | C. innocuum 25x10°
68 Strept. mitis 6,0 x 10° | A. odontolyticus 1,0 x 10°
B. cepacia 1,0 x 107 | C. difficile 2,5x 10°
Ps. prevotii 4,0x10°
Veillonella spp. 4,0x10°
69 P. aeruginosa 2,0x 10’
Strept. spp. 4,0 x 10°
70 P. aeruginosa 1,0 x 107 | C. hastiforme 2,5x 10°
S. epidermidis 2,5x 10° | L. acidophilus 2,0x 10°
Mob. curtisii 3,0x 10°
L. jensenii 3,0 x 10°
A. israelii 2,0 x 10°
71 S. aureus 4,5x 10° | Ps. anaerobius 2,0x10°
S. auricularis 1,0 x 10° | A. turicensis 1,0 x 10°
Strept. intermedius 1,0 x 10° | A. odontolyticus 1,0 x 10°
72 P. aeruginosa 7,0 x 107
73 S. aureus 1,0 x 10° | Capnozytophaga spp. | 2,5 x 10°
Strept. salivarius 1,0 x 10° | Veillonella spp. 1,0 x 10°
Strept. oralis 1,0 x 10° | Ps. anaerobius 1,0 x 10°
74 P. aeruginosa 2,0 x 10° | Veillonella spp. 3,5x 10°
75 S. aureus 3,5 x 10° | Veillonella spp. 3,0 x 10°
P. aeruginosa 7,5x10°
76 S. aureus 1,0 x 10° | S. saccharolyticus 2,5x10°
77 Strept. pneumoniae 2,5 x 10° | Ps. prevotii 5,0 x 10°
S.aureus 1,5 x 10° | Ps. tetradius 5,0 x 10°
Strept. sanguis 1,0 x 10° | C. butyricum 55x 10°
Stom. mucilaginosus 1,0 x 10° | S. saccharolyticus 45x10°
78 P. aeruginosa 3,0x10°
Strept. sanguis 2,0 x 10°
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Tab. 10.1: Keimzahlen der nachgewiesenen fakultativen und obligaten Anaerobier

in 92 Sputumproben (Fortsetzung)

Sputum-Nr. | Fakultative Anaerobier | KBE/ml | Obligate Anaerobier | KBE/ml
Stom. mucilaginosus 3,5x10°
79 Strept. constellatus 1,0 x 10° | S. saccharolyticus 45x10°
Strept. pneumoniae 1,5 x 10°
Strept. vestibularis 1,0 x 10°
80 S. aureus 4,0 x 10°
81 S. aureus 1,5 x 10° | S. saccharolyticus 2,0 x10°
Strept. vestibularis 2,0x10°
82 P. aeruginosa 1,5 x 107 | Strept. constellatus 1,5x 10’
S. aureus 9,0 x 10°
83 S. aureus 3,5 x 10" | Mob. mulieris 8,5x 10°
Strept. salivarius 1,0 x 10" | S. saccharolyticus 8,0 x 10°
84 Strept. oralis 1,0 x 10° | S. saccharolyticus 1,0 x 10’
Veillonella spp. 4,0 x 10°
Bac. tectum 5,5 x 10°
Ps. prevotii 2,5x 10°
85 S. capitis 3,5x 10° | Prop. granulosum 1,5 x 10°
Strept. oralis 3,5 x 10° | Prop. propionicus 5,5x 10°
P. aeruginosa 1,5x 10°
86 P. aeruginosa 1,5 x 10" | S. saccharolyticus 3,0x 10°
87 Sten. Maltophilia 1,5 x 10" | A. odontolyticus 1,0 x 10°
Capnozytophaga spp. | 3,5 x 10°
88 P. aeruginosa 3,0x 10°
89 Strept. sangius 8,5 x 10° | Ps. prevotii 1,0x 10°
P. aeruginosa 3,5x10°
90 Strept. salivarius 1,0 x 10° | Bac. stercoris 2,0 x 10°
Strept. intermedius 1,0 x 10° | Bac. tectum 1,0x 10°
P. aeruginosa 1,0 x 10° | Ps. tetradius 1,0 x 10°
91 S. aureus 1,0 x 107 | Veillonella spp. 2,0 x 10°
Strept. spp. 2,0x10°
92 S. aureus 5,0 x 10° | S. saccharolyticus 5,0 x 10°
Strept. constellatus 2,0 x 10° | Mob. mulieris 1,0 x 10°
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Tab. 10.1: Keimzahlen der nachgewiesenen fakultativen und obligaten Anaerobier
in 92 Sputumproben- Legende der verwendeten Abklirzungen

Abkilirzungen

A. Actinomyces

B. Burkholderia

Bac. Bacteroides

C. Clostridium

E. Eubacterium

Flav. Flavimonas

L. Lactobacillus

Mob. Mobilluncus

P. Pseudomonas

Pr. Prevotella

Prop. Propionibacterium
Ps. Peptostreptococccus
S. Staphylococcus
spp. Spezies

Sten. Stenotrophomonas
Stom. Stomatococcus
Strept. Streptococcus

« wurden nicht mit in die Auswertung einbezogen
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11 Thesen

1. Die Mukoviszidose (cystic fibrosis, CF) ist die haufigste schwerwiegende autosomal-
rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung der westlichen Industrienationen.
Chronische bakterielle Lungenentziindungen stellen fir Patienten mit CF die bei
weitem haufigste Todesursache dar.

2. Charakteristisch fir die Erkrankung ist die Lungenbesiedlung mit fakultativen
Anaerobiern wie Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Burkholderia
cepacia complex-Bakterien oder Haemophilus influenzae.

3. Bei der chronischen Entziindung werden groBe Mengen von viskdsem Sputum
gebildet, in dem auf Grund von bakteriellem und zellularem Sauerstoffverbrauch
sowie auf Grund von reduzierter Sauerstoffdiffusion anaerobe Verhaltnisse vorliegen.

4. Aktuelle Veréffentlichungen gehen davon aus, dass im Sputum in der Lunge von
Patienten mit CF neben den fakultativen Anaerobiern auch obligate Anaerobier

existieren kénnen.

5. In der vorliegenden Studie wurde diese These im Rahmen von in vitro und in vivo-
Untersuchungen Gberprift. Zusétzlich wurde erstmals die klinische Bedeutung der
obligaten Anaerobier fir die CF-Patienten wahrend Exazerbationen untersucht, da
rezidivierende Exazerbationen flir die CF-Patienten potentiell lebensbedrohliche

Situationen darstellen; inre Genese ist unklar.

6. Es wurden insgesamt 92 Sputumproben von CF-Patienten auf das Vorkommen von
obligaten Anaerobiern mithilfe biochemischer Klassifikationsmethoden untersucht;
zusatzlich wurde eine Resistenztestung dieser Keime durchgeflhrt.

7. Bei 89,7% der untersuchten Patienten waren obligate Anaerobier (15 Genera und 35
Spezies) in hohen Keimzahlen (Mittelwert + Standardabweichung: 1,3 x 10" + 5,6 x
10" KBE/ml) nachweisbar.

8. Der Nachweis identischer Stdmme von obligaten Anaerobiern konnte nicht nur
sporadisch, sondern fiir bis zu 11 Monate bei einzelnen CF-Patienten geflihrt werden.



Kapitel 11 Thesen Seite 71

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Der Nachweis von obligaten Anaerobiern konnte bei Kindern mit akuten Lungen-
infektionen nicht gefihrt werden, was eine Spezifitdt dieser Keime fir CF-Patienten

aufzeigt.

Bei der Therapie von akuten Exazerbationen, die sich in einer erheblichen Reduktion
der routinemaBig erhobenen Lungenfunktionsparameter auBern, kam es nach
konventioneller Antibiotika-Therapie gegen P. aeruginosa zwar nicht zur Reduktion
von fakultativen und obligaten Anaerobiern, dennoch aber zu einer signifikanten

Verbesserung der Lungenfunktion.

Die Resistenzbestimmungen zeigten hohe Prozentzahlen obligater Anaerobier fir
haufig in der Therapie von CF-Patienten verwendete Substanzen (wie z.B.
Ceftazidim), wahrend flr seltener benutzte Praparate wie Meropenem die
Empfindlichkeit fast vollstandig erhalten blieb.

Nach konventioneller i.v.-Therapie gegen P. aeruginosa waren 58% der obligaten

Anaerobier resistent gegen das jeweils verwendete Antibiotikum.

Der Nachweis von resistenten obligaten Anaerobiern in hohen Keimzahlen beweist,
dass auch diese Keime sich im Sputum vermehren. Damit liegt eine pathogenetische
Bedeutung flr die chronische Lungenentziindung der CF-Patienten nah.

Aus den in dieser Arbeit erstmals durchgefihrten Untersuchungen resultiert ein
grundsatzlich neues Verstandnis der mikrobiologischen Pathomechanismen der

chronischen CF-Lungeninfektion.

Eine spezifische Therapie mit Antibiotika, die gegen fakultative Anaerobier wie auch
gegen die jeweiligen obligaten Anaerobier wirksam sind, kann nach den
vorliegenden klinischen Ergebnissen die Behandlung der chronischen Lungen-

infektion der betroffenen CF-Patienten verbessern.

Weiterfihrende Untersuchungen zum Beitrag der obligaten Anaerobier zur
Pathogenese der chronischen CF-Lungeninfektion missen zeigen, ob die CF-
Patienten von einer solchen Therapie profitieren kdnnen.
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