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REFERAT

Seit kurzem ist bekannt, dass in der Lunge von Patienten mit Cystischer Fibrose (CF)
anaerobe Verhaltnisse herrschen und anaerobe Bakterien dort in hohen Keimzahlen
vorkommen. Es konnte bisher keine Aussage dazu getroffen werden, inwiefern die
Anaerobier das pathogenetische Geschehen in der CF-Lunge beeinflussen. In dieser
Arbeit wurde Streptococcus constellatus als Bestandteil der polymikrobiellen

Lungeninfektion genauer betrachtet.

Dazu wurden in vitro die Wechselwirkungen zwischen Pseudomonas aeruginosa und
S. constellatus untersucht. Des Weiteren wurde die Laktat-Produktion dieses
mikroaerophilen Erregers gemessen. Der Einfluss von Laktat auf das Wachstum von
P. aeruginosa wurde untersucht. Zum Vergleich erfolgten die Untersuchungen auch fur

weitere aus der CF-Lunge isolierte Anaerobier.

S. constellatus ist in der Lage, die Keimzahl von P. aeruginosa um eine Zehnerpotenz
von 2,9 + 1,5 x 10° KBE/ml auf 3,0 + 5,3 x 10® KBE/ml zu reduzieren (p < 0,05). Der
mikroaerophile Anaerobier profitiert von der Anwesenheit von P. aeruginosa und
wachst selbst in héheren Keimzahlen. Fir Staphylococcus saccharolyticus und
Veillonella spp. waren keine vergleichbaren signifikanten Effekte nachweisbar. Fur alle
3 untersuchten Erreger konnte gezeigt werden, dass kleinste Mengen
(<5x10° KBE/ml) der Anaerobier in einer hoch konzentrierten P. aeruginosa-
Suspension proliferieren kénnen. S. constellatus wachst nach zehnmillionenfacher
Verdinnung innerhalb von 72 Stunden auf vergleichbar hohe Keimzahlen wie
P. aeruginosa an. S. constellatus produziert mit 22,0 £ 0,3 mmol/l groRe Mengen

Laktat im Vergleich zu den anderen Anaerobiern.

Die Ergebnisse bestatigen die in der Literatur bekannte Sonderrolle von S. constellatus
im CF-Krankheitsgeschehen. Sie unterstlitzen die Hypothese, dass die Anaerobier in
der CF-Lunge aus der Mundhoéhle stammen. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass
S. constellatus in vitro in der Lage ist, das Wachstum des CF-Haupterregers
P. aeruginosa zu hemmen. Das Ausmal} der Keimzahlverringerung ist insofern
beachtlich, als dass eine suffiziente Antibiotikatherapie die Keimzahl von P. aeruginosa
um etwa zwei Zehnerpotenzen senkt. Es ist also durchaus berechtigt, S. constellatus in

Diagnostik und Therapie der CF starker zu berlcksichtigen.

Stotz, Anne Luise: Streptococcus constellatus bei der polymikrobiellen Lungeninfektion
von Patienten mit Cystischer Fibrose. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 70 Seiten, 2013.
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1 EINLEITUNG

1.1 CYSTISCHE FIBROSE

Die Cystische Fibrose (synonym Mukoviszidose, cystic fibrosis, CF) ist die haufigste
schwerwiegende autosomal rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung. Sie betrifft
eines von 2500 Lebendgeborenen. Die der CF zugrunde liegende Mutation wurde
1989 auf dem Chromosom 7 entdeckt (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989;
Rommens et al., 1989). Das entsprechende Gen kodiert flr den Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR). Dieser fungiert unter anderem als
Chlorid-lonen-Kanal in der apikalen Membran von Epithelzellen. Aulerdem ist er an
der Regulation anderer lonenkanale beteiligt und interagiert mit zahlreichen
intrazellularen Proteinen (Ratjen, 2009). Ein anormaler lonentransport ist die Folge
(Ratjen und Déring, 2003). Durch die defekte Chlorid-lonen-Sekretion kann kein
osmotischer Gradient aufgebaut werden, sodass weniger Wasser auf die Oberflache
des Epithels gelangt. Ein Fehlen oder die Fehlregulation des Chlorid-lonen-Kanals
fuhrt so zur Bildung eines zahen, mukdsen Schleims in den Organen, die CFTR
exprimieren (Ratjen und Doring, 2003). Mehr als 1950 verschiedene Mutationen des
CFTR-Gens sind bereits registriert (Cystic Fibrosis Mutation Database, Zugriff am
17.11.2013). Die mit ca. 70 % am haufigsten vorkommende ist die AF508-Mutation
(Zielenski und Tsui, 1995).

Betroffen sind insbesondere Lunge und Atemwege, Bauchspeicheldriise, Gallenblase,
Gastrointestinaltrakt und Leber sowie die Fortpflanzungsorgane. So leiden 85-90 %
aller CF-Patienten an einer Pankreasinsuffizienz und eine Vielzahl erwirbt im Laufe
ihres Lebens einen Diabetes mellitus. Chronische intestinale Obstruktionen sind
ebenso ein haufig auftretendes Symptom (Ratien und Doéring, 2003).
Pathophysiologisch stehen die Veranderungen der Lunge im Vordergrund. Sie spielen
eine wesentliche Rolle fir die verminderte Lebenserwartung von CF-Patienten. Diese
betrug im Jahr 2005 im Durchschnitt 35 Jahre (Rogers et al., 2005). Tendenziell ist ein
leichter Anstieg der durchschnittlichen Lebenserwartung von CF-Patienten durch
therapeutische Fortschritte zu registrieren, jedoch nicht in allen CF-Zentren weltweit
(Déring et al., 2012).

Als moégliche Zeichen einer CF gelten unter anderem chronisch produktiver Husten und
die Besiedlung der Atemwege mit pathogenen Bakterien, wie z.B. P. aeruginosa

(Ratjen und Déring, 2003). Der anormale lonentransport wird im Rahmen der
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Diagnostik genutzt, indem erhoéhte Natrium- und Chloridkonzentrationen im Schweil}
erfasst werden (Di Sant’Agnese et al., 1953; Koch und Hgiby, 2000). Die Feststellung
der Diagnose erfolgt so anhand der typischen klinischen Symptome sowie dem
Ergebnis des Schweiltests als Goldstandard (Castellani et al., 2008). Eine genetische
Mutationsanalyse ist nicht in allen Fallen nétig, sie kann die Diagnose allerdings
bestatigen und gegebenenfalls eine pranatale Diagnostik ermdéglichen (Castellani et al.,
2008).

Die Therapie der Erkrankung erfolgt zum jetzigen Zeitpunkt hauptsachlich
symptomatisch, mit einem Fokus auf die Veranderungen der Lunge und die
Fehlfunktion der Bauchspeicheldriise. Das therapeutische Repertoire umfasst dabei
sowoh!l antiinflammatorische  Medikamente, Antibiotika, Protease-Inhibitoren,
Mukolytika und lonenkanalblocker als auch Pankreasenzyme. Es existiert sogar eine
Vakzine, die vor P. aeruginosa-Infektionen schitzen soll (Malfroot et al., 2005).
Kausale Therapien, die an der Ursache der Erkrankung angreifen, erfordern eine
genaue Kenntnis der jeweils vorliegenden Mutation (Ratjen, 2009). Solche
Therapieansatze sind durchaus vorhanden und vielversprechend, bisher aber noch
wenig etabliert (Ratjen, 2009).

1.2 CHRONISCHE LUNGENINFEKTION

Der anormale lonentransport bedingt eine Entwasserung der dinnen
Flussigkeitsschicht auf den Epithelzellen der Atemwege (airway surface liquid, ASL).
Dies flhrt zu einer gestorten mukoziliaren Clearance. Dadurch kommt es zur
Obstruktion des in der CF-Lunge gebildeten zéhen Mukus. Dies fuhrt zur Infektion der
Atemwege und damit einhergehender Inflammation (Ratjen, 2009). Neutrophile
Granulozyten sezernieren im Rahmen der Inflammation Substanzen, wie
beispielsweise Elastase, die wiederum die Mukussekretion anregen. Es entsteht ein
Kreislauf aus Sputumretention, Infektion und Inflammation, der sich selbst aufrecht
erhalt (Ratjen, 2009; Ulrich et al., 2010b). Die daraus resultierende progressive
Einschrankung der Lungenfunktion ist die haufigste Todesursache bei CF-Patienten
(Rogers et al., 2004). Deshalb kommt der frihzeitigen Behandlung und Pravention der
chronischen Lungeninfektion eine duflerst wichtige Bedeutung zu (Doéring und Hgaiby,
2004). lhre weitere Optimierung kann die Lebenserwartung der Patienten mit CF in

Zukunft moéglicherweise positiv beeinflussen.
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Nachzuweisen ist eine Infektion mithilfe der Isolation von Bakterien aus dem Sputum
der Patienten oder aus Proben, die wahrend einer Bronchiallavage gewonnen wurden.
Die meisten Patienten sind anfangs von einer Infektion mit Staphylococcus aureus
oder Haemophilus influenzae betroffen (Ratjen und Doéring, 2003). Unter anderem
begunstigt die Anti-Staphylokokken-Therapie mit zunehmendem Lebensalter die
Besiedlung der Atemwege mit P. aeruginosa (Ratjen und Déring, 2003). Nach dem 10.
Lebensjahr kommt P. aeruginosa mit Abstand als haufigster Erreger vor (Koch und
Hoiby, 1993). Wahrend hierbei anfangs non-mukoide Stdmme im Vordergrund stehen,
erfolgt insbesondere bei unbehandelten Patienten im Krankheitsverlauf der Ubergang

zu mukoiden Stammen mit erhdhter Antibiotika-Resistenz (Ratjen und Déring, 2003).
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Abbildung 1: Keimbesiedlung der Atemwege von CF-Patienten in Abhangigkeit vom
Lebensalter [nach Koch und Haiby 1993]

Eine temporare Eradikation des Krankheitserregers ist in den friihen Phasen der
Kolonisation durchaus mdglich. Durch frihzeitige Interventionen ist es mdglich, den
Ubergang von einer akuten Infektion in eine chronische Besiedlung mit P. aeruginosa
zu verhindern (Valerius et al., 1991; Déring und Hgiby, 2004, Déring et al., 2012). Dies
erfordert allerdings neben einer regelmafligen Diagnostik auch friihzeitige und
konsequente Chemotherapie (Ddéring und Haiby, 2004). In Anbetracht des massiven
Einflusses des Bakteriums auf die Morbiditat und Mortalitat der Erkrankung, erscheinen
diese aufwendigen diagnostischen und therapeutischen MalRnahmen jedoch durchaus

sinnvoll (Valerius et al., 1991). Neben P. aeruginosa konnte noch eine Vielzahl von
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Erregern mit der Lungeninfektion bei CF-Patienten in Zusammenhang gebracht
werden. Dabei wurden bei einem Patienten in der Regel 4 bis 5 unterschiedliche
Erreger nachgewiesen (Worlitzsch et al., 2009). Das individuelle Keimspektrum in
Lunge und Atemwegen der Patienten wird von gegenseitiger Wachstumshemmung
und anderen Wechselwirkungen zwischen den Bakterien beeinflusst. Eine Spezies ist
dabei stets dominant, d.h. hinsichtlich der Keimzahl am starksten vertreten. Hierbei
handelt es sich in Gber 61 % der Falle um P. aeruginosa (Rogers et al., 2004). Weitere
haufig dominante Erreger sind S. aureus, Burkholderia cepacia complex,
Stenotrophomonas maltophilia und H. influenzae (Rogers et al., 2004). Diese werden

daher als Haupterreger bezeichnet (Rogers et al., 2004).

1.3 HAUPTERREGER P. AERUGINOSA

Auf die aulerordentlich wichtige Rolle des Erregers P. aeruginosa im
Krankheitsgeschehen der CF wurde bereits hingewiesen. Dieses ubiquitar
vorkommende, fakultativ anaerobe Bakterium ist als Erreger von opportunistischen
Infektionen seit langem bekannt. Besonders haufig von solchen Infektionen betroffen
sind neben den CF-Patienten solche mit Brandwunden, akuten Leukamien, nach
Organtransplantationen und mit intravenésem Drogenabusus (Bodey et al., 1983).
P. aeruginosa ist des Weiteren ein wichtiger Erreger nosokomialer Infektionen. Er
verursacht 17,7 % der beatmungsassoziierten Pneumonien auf Intensivstationen und
14,2 % der im Krankenhaus erworbenen Harnblasenkatheter-assoziierten

Harnwegsinfektionen (Geffers und Gastmeier, 2011).

Die intrinsische Antibiotikaresistenz sowie eine aul3erordentliche Vielseitigkeit zeichnen
diesen Erreger aus (Stover et al., 2000) und waren Anlass intensiver
wissenschaftlicher Untersuchungen des Bakteriums. PAO1 ist ein P. aeruginosa-
Stamm, dessen Genom vollstandig sequenziert wurde (Stover et al., 2000). Der
Krankheitserreger besitzt unter anderem 4 Chemotaxis-Systeme, von denen
mindestens eins zu seiner Eigenschaft, Biofilme zu formen, beitragt (Stover et al.,
2000). Eine Vielzahl an regulatorischen Genen verhilft dem Bakterium, seine
genetischen und biochemischen Fahigkeiten an wechselnde Umweltbedingungen
anzupassen (Smith et al., 2006). Sie sind auRerdem von groltem Stellenwert fir die
bemerkenswerte Resistenz gegeniber antibiotischen Medikamenten (Stover et al.,
2000, Borriello et al.,, 2004). Alle entsprechenden Untersuchungen dieser Arbeit

wurden mit dem P. aeruginosa-Stamm PAO1 durchgefuhrt.
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Das Bakterium kann unter anaeroben Bedingungen beinahe genauso effektiv
metabolisieren wie in Anwesenheit von Sauerstoff. Dabei sind mindestens 3 anaerobe
Stoffwechselwege bekannt. Die Nitratatmung und die Argininfermentation sind zentrale
Stoffwechselvorgange von P. aeruginosa unter anaeroben Bedingungen (Vander
Wauven et al., 1984; Yoon et al., 2002; Yoon et al., 2006). Aber auch die Umwandlung
von Pyruvat zu Laktat und Azetat ermoglicht ein anaerobes Langzeitliberleben
(Eschbach et al., 2004; Schreiber et al., 2006). Vereinfachend wird P. aeruginosa

deshalb im Folgenden als fakultativer Anaerobier bezeichnet.

1.4 ANAEROBE VERHALTNISSE IN DER CF-LUNGE

Seit kurzer Zeit ist bekannt, dass in der Lunge von CF-Patienten Bereiche existieren, in
denen anaerobe Verhaltnisse vorherrschen (Worlitzsch et al., 2002). Bei praktisch allen
CF-Patienten konnten obligate Anaerobier in hohen Keimzahlen im Sputum
nachgewiesen werden kénnen (Jewes und Spencer, 1990; Rogers et al., 2004; Harris
et al., 2007; Sibley et al., 2008; Tunney et al., 2008; Worlitzsch et al., 2009). Dabei
waren bis zu 4 Spezies in einer Sputum-Probe vorhanden (Worlitzsch et al., 2009). Es
werden aerotolerante obligate Anaerobier, welche ein eingeschranktes Wachstum bei
einem Sauerstoffpartialdruck von 5-10 % aufweisen, von moderat obligaten
Anaerobiern, die nur ohne Sauerstoff wachsen, unterschieden. Weiterhin existieren
Bakterien, die als strikt obligat anaerob bezeichnet werden. Sie sterben bereits nach 10
min Sauerstoffexposition ab (Koneman et al., 1997). Die obligaten Anaerobier der CF-
Patienten stammen mdglicherweise aus der Mundhoéhle und gelangen von dort in die
Atemwege, wo sie im Sputum proliferieren (Worlitzsch et al., 2009). Die fur das
Uberleben dieser Bakterien notwendigen mikroaerophilen oder anaeroben Verhéltnisse
in der Lunge entstehen durch einen erhéhten Sauerstoffverbrauch des Epithels, der
Bakterien und der Phagozyten (Worlitzsch et al., 2002; Kolpen et al., 2010). Diese
Verhaltnisse konnten in vitro, aber auch direkt im Mukus von CF-Patienten
nachgewiesen werden (Worlitzsch et al., 2002), (Abb. 2).

Als Reaktion auf eine solche anaerobe Umgebung produzieren sowohl P. aeruginosa
(Worlitzsch et al., 2002; Bragonzi et al., 2005), als auch S. aureus (McKenney et al.,
1999) vermehrt Exopolysaccharide, was den Bakterien ein mukoides Erscheinungsbild
verleiht. Aulerdem organisiert sich P. aeruginosa in so genannten Makrokolonien
(Worlitzsch et al., 2002). Durch Positionierung in den zahen Mukus-Plaques im Lumen
der Atemwege und nicht direkt auf dem Respirationsepithel ist es den Erregern

moglich, der Abwehr durch den Wirt weitgehend zu entkommen (Worlitzsch et al.,
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2002). Die Abwehrmechanismen der zelluldren Immunantwort und die Wirksamkeit
verabreichter Antibiotika sind durch das anaerobe Milieu eingeschrankt. Ein neuer
moglicher Therapieansatz kénnte demnach die Befreiung der Lunge von solchen

Mukus-Plaques sein (Worlitzsch et al., 2002).
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Abbildung 2: Nachweis anaerober  Verhaltnisse mittels Messung des
Sauerstoffpartialdrucks (pO,) im Respirationstrakt eines CF-Patienten.
a) Die ersten 30 Minuten zeigen eine Messung in nicht-obstruktiven
Bereichen der Atemwege. Der Pfeil markiert den Zeitpunkt des
Eingringens der Sonde in einen Mukus-Plaque. Nach Rickkehr in nicht-
obstruktive Areale nimmt der pO, wieder die initialen Werte an. b) pO,
in nicht-obstruktiven Atemwegsarealen im Vergleich zum pO, in einem
Mukus-Plaque (n = 3 Patienten), (Worlitzsch et al., 2002)

1.5 ANAEROBE BAKTERIEN IN DER CF-LUNGE

In nahezu allen Sputumproben von CF-Patienten sind, unabhangig vom Lebensalter,
Anaerobier in hohen Keimzahlen nachweisbar (Worlitzsch et al., 2009), (Abb. 3). Die
Existenz der Anaerobier im Respirationstrakt von CF-Patienten ist nicht vom
Vorhandensein eines bestimmten fakultativen Anaerobiers abhangig. Auch bei
Patienten, die mit S. aureus, B. cepacia complex oder S. maltophilia infiziert sind,
kénnen Anaerobier im Sputum nachgewiesen werden (Worlitzsch et al., 2009). Einige
der obligaten Anaerobier sind durchaus in der Lage, Uber einen langeren Zeitraum in
Lunge und Atemwegen der CF-Patienten zu persistieren (Worlitzsch et al., 2009). Dies
deutet darauf hin, dass es mdglicherweise notwendig ist, therapeutische Konzepte

auch auf die Anaerobier abzustimmen. Die am haufigsten nachweisbaren Anaerobier
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sind Staphylococcus saccharolyticus und Peptostreptococcus species. Aulderdem sind
Actinomyces spp., Veillonella spp. und Clostridium spp. zu finden. Weniger haufig
konnten Bacteroides spp., Mobiluncus spp., Streptococcus spp. und Capnocytophaga
spp. ebenso wie Gemella spp. gefunden werden. Auch Prevotella spp., Eubacterium
spp., Fusobacterium spp., Lactobacillus spp., Propionibacterium spp. und Wolinella
spp. konnten im Sputum nachgewiesen werden (Worlitzsch et al., 2009). Allerdings
kommt z.B. in Nordirland am haufigsten Prevotella spp. vor (Tunney et al., 2008). Auch
im induzierten Sputum von Nicht-CF-Patienten konnten obligate Anaerobier

nachgewiesen werden, jedoch in viel geringerer Keimzahl (Tunney et al., 2008).

100 =

8071 obligate Anaerobier £ aeruginosa
= 60
&
e
a S. aureus

40

20 -

B. cepacia
0 i S. maltophilig —
0tol 2to5 6tol0 11tol17 18to24 25to34 35tod44 45+
age

Abbildung 3: Keimbesiedlung der Atemwege von CF-Patienten in Abhangigkeit vom
Lebensalter [modifiziert nach Worlitzsch 2009]

1.6 PATHOGENITAT ANAEROBER BAKTERIEN

Es ist jedoch bisher unbekannt, welche Rolle obligate Anaerobier bei der Pathogenese
der CF-Lungeninfektion spielen. Die meisten der oben genannten Erreger konnten
aber bereits mit anderen Krankheitsgeschehen in Zusammenhang gebracht werden.
Grampositive, aerobe Staphylokokken sind durchaus dafir bekannt, dass sie in der
Lage sind, eine bakterielle Endokarditis auszulésen. Doch auch das anaerobe
Bakterium S. saccharolyticus, bekannt als Kommensale der Haut des Menschen, kann
eine Endokarditis verursachen (Westblom et al., 1990). Des Weiteren ist bekannt, dass

Peptostreptococcus micros paraspinale Abszesse und Spondylodiszitis verursachen
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kann. Das grampositive Bakterium konnte mithilfe von molekularen Methoden als
deren Ausloser identifiziert werden (Moinia et al., 2007). Dartber hinaus konnte unter
anderem Peptostreptococcus prevotii aus Magenbiopsien von Kindern mit chronischer
Gastritis isoliert werden (Kazmirova et al., 2007). Sinusitiden mit dentalem Ursprung
und assoziierten intrakraniellen Abszessen konnten in eindeutigen Zusammenhang mit
anaeroben Bakterien gebracht werden. Bei entsprechenden Untersuchungen wurden
unter anderem Fusobacterium spp., Prevotella spp. und Peptostreptococcus spp.
isoliert (Brook, 2006). Fusobacterium necrophorum, ein gramnegatives Bakterium, ist
aullerdem in der Lage, eine chronisch persistierende oder rezidivierende Tonsillitis zu
verursachen. Als lebensbedrohliche Komplikation einer durch Fusobacterium
necrophorum bedingten Tonsillitis ist das Lemiérre-Syndrom bekannt. Der Tonsillitis
folgen in diesem Falle eine Thrombophlebitis der Vena jugularis, eine Sepsis und
schliellich eine septische Lungenembolie (Riordan, 2007). Aufierdem konnte der
Erreger bei septischen Arthritiden des Knies nachgewiesen werden (Sonsale et al.,
2004).

Prevotella ist als Bestandteil der physiologischen Mikroflora des Menschen bekannt.
Nachweisbar ist das Bakterium im Gastrointestinaltrakt, der Vagina und auch im Mund.
Es konnte aber auRerdem gezeigt werden, dass Prevotella spp. mit dentoalveolaren
Infektionen in Verbindung gebracht werden kénnen (Yanagisawa et al., 2006). Dabei
spielt der Erreger bei der Entstehung und dem Voranschreiten der Infektion eine
wichtige Rolle. So ist P. intermedia mithilfe von Proteasen in der Lage, CD14 und
Lipopolysaccharid-binding-protein (LBP) zu spalten und damit die Virulenz von
Lipopolysaccharid (LPS) im Rahmen der Parodontitis zu beeinflussen (Deschner et al.,
2003). Die Zytotoxizitdt von P. intermedia auf Epithelzellen des Respirationstraktes
konnte bereits in vitro und in vivo nachgewiesen werden. Dabei ist die Virulenz des

Erregers von der Keimzahl abhangig (Ulrich et al., 2010a).

Streptokokken kénnen entsprechend ihrem Hamolyseverhalten auf hammelbluthaltigen
festen Nahrmedien in verschiedene Gruppen unterteilt werden (Hahn et al., 2009). Bei
der a-Hamolyse kommt es durch Bildung von Wasserstoffperoxid (H,O,) zur Oxidation
von Fe?* im Hamoglobin zu Fe*. Dadurch &ndert sich das Absorptionsspektrum des
Hamoglobins, was zur Bildung eines griinen Hofs um die Bakterienkolonie flihrt. Die
Erythrozyten sind dort intakt. Bei der f-Hamolyse handelt es sich um eine vollstandige
Hamolyse, d.h. die Erythrozyten werden zerstort. Der Hof um die Bakterienkolonie ist
klar durchsichtig. Die y-Hamolyse bezeichnet eine fehlende Hamolyse. Wahrend die

vergrinenden Streptokokken meist zur physiologischen Schleimhautflora gehdren,
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handelt es sich bei den B-hamolysierenden Streptokokken meist um obligat pathogene
Erreger (Hahn et al., 2009). Streptococcus intermedius und S. constellatus werden
haufig mit eitrigen Infektionen in Zusammenhang gebracht. Es wird davon
ausgegangen, dass die Bakterien im Rahmen solcher Infektionen von ihren natirlichen
Standorten aus in die betroffenen Gebiete einwandern (Poole und Wilson, 1979).
S. intermedius konnte aus Abszessen der Leber und des Gehirns isoliert werden.
Aullerdem spielt der Erreger eine Rolle fur die Entstehung von dentalem Plaque
(Whiley et al., 1992). S. constellatus ist in unterschiedliche Krankheitsgeschehen
involviert. Unter anderem ist der Erreger in der Lage myokardiale Abszesse mit
zystischen Lasionen oder auch eine Cerebritis mit computertomographisch

nachweisbaren Schwellungen des Gehirns zu verursachen (Tsai et al., 2004).

Es ist also durchaus vorstellbar, dass obligate Anaerobier in der Lunge von CF-
Patienten mehr als bisher bekannt am pathogenetischen Geschehen beteiligt sind. Vor
diesem Hintergrund soll mit dieser Arbeit die Rolle von S. constellatus und anderen

Anaerobiern in der Pathogenese der CF genauer untersucht werden.

1.7 SPEZIELLE BEDEUTUNG VON S. CONSTELLATUS

S. constellatus ist ein mikroaerophiles Bakterium der Streptococcus viridans-Gruppe.
Der Erreger ist kein strikt obligater Anaerobier, er ist kapnophil. Das bedeutet, zum
Wachsen wird eine CO,-Konzentration von 5 — 10 % in der Atmosphéare benétigt (Hahn
et al., 2009). Innerhalb der Streptococcus viridans-Gruppe werden die anaeroben oder
mikroaerophilen Bakterien (Shinzato und Saito, 1994) S. constellatus, S. intermedius
und S. anginosus als Streptococcus milleri-group (SMG) bezeichnet (Whiley et al.,
1992). Diese drei Erreger kdnnen phanotypisch voneinander abgegrenzt und mittels
biochemischer Tests von anderen Streptococcus viridans-Stammen differenziert
werden (Whiley et al., 1992). Sie sind als Teil der Normalflora in Mundhdhle, oberen
Atemwegen, Gastrointestinal- und weiblichem Urogenitaltrakt des Menschen zu finden
(Whiley et al., 1990). Durch lokale Invasion aus ihren natirlichen Standorten kann es
zu purulenten Infektionen der inneren Organe (Shinzato und Saito, 1994), z.B. der
Leber, der Lunge, der Milz und des Gehirns kommen. So konnten sie in Fallen von
Appendizitis, Peritonitis, Endokarditis, Meningitis, Hautinfektionen und neonatalen

Infektionen nachgewiesen werden (Whiley et al., 1990; Porta et al., 1998).

S. intermedius und S. constellatus konnten neben anderen Krankheitserregern aus

dem Sputum von CF-Patienten isoliert werden (Tunney et al., 2008; Worlitzsch et al.,
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2009). Auch sie haben demnach eine Bedeutung bei der Lungeninfektion von CF-
Patienten. Es wird sogar davon ausgegangen, dass die SMG eine wichtigere Rolle bei
der CF-Lungeninfektion spielt als bisher bekannt (Sibley et al., 2008). Es wird
angenommen, dass die ublichen Methoden, SMG bisher nicht in reprasentativer

Keimzahl nachweisen konnten.

Akute Exazerbationen im Krankheitsverlauf der CF werden durch Veranderungen des
mikrobiellen Gleichgewichts getriggert (Sibley et al., 2008). Wahrend nun die Keimzahl
von P. aeruginosa sowohl in stabilen Krankheitsphasen, als auch wahrend einer
Exazerbation konstant bleibt, korreliert die Keimzahl von SMG mit dem
Krankheitsverlauf. In einer stabilen Krankheitsphase sind S. intermedius und
S. constellatus nicht oder nur in geringer Keimzahl nachweisbar. Wahrend einer
Exazerbation dagegen ist die Keimzahl bis zu 1000-fach erhéht (Sibley et al., 2008).
Des Weiteren ist bekannt, dass 74,4 % der bei CF-Patienten nachgewiesenen
S. constellatus-Stamme R-hamolytisch sind (Grinwis et al., 2010a). Ausschlielilich
dieser S. constellatus-Biotyp wurde bei bronchopulmonalen Exazerbationen
nachgewiesen (Grinwis et al., 2010a). Es ist also davon auszugehen, dass der

R-hamolytische S.constellatus-Biotyp flir CF-Patienten starker pathogen ist.

Es ist bekannt, dass Bakterien der Streptococcus viridans-Gruppe die Pathogenitat von
P. aeruginosa verstarken konnen. So konnte beobachtet werden, dass die Virulenz von
P. aeruginosa in Anwesenheit eines Streptococcus-Stamms im Vergleich zur alleinigen
Infektion steigt (Duan et al., 2003). Wahrend Veradnderungen der Expression von
Genen als Reaktion auf Umweltbedingungen schon langer bekannt waren, konnte hier
gezeigt werden, dass es durch Interspezies-Kommunikation mit der Residentflora zur
Modulation der Genexpression kam (Duan et al, 2003). Offen ist, welche
Konsequenzen aus einer gleichzeitigen Infektion eines Patienten mit SMG und

P. aeruginosa im Rahmen der polymikrobiellen Lungeninfektion bei CF resultieren.

Obwohl die Pathogenitdtsmechanismen von S. constellatus in der CF-Lunge nicht
genau bekannt sind, sprechen sich Sibley et al. dafiir aus, SMG in die Liste der klinisch
relevanten CF-Erreger aufzunehmen (Sibley et al., 2008). Die Arbeitsgruppe um Sibley
schlagt ebenfalls das Flhren von patientenspezifischen mikrobiellen Protokollen vor,
um das Patienten-Outcome mit speziell ausgerichteten Therapiestrategien zu
verbessern (Sibley et al., 2009). Das Arbeiten mit individuellen Behandlungsprotokollen
erlaubt eine gezielte Antibiotikatherapie mit Ricksicht auf die speziellen Erreger und

Resistenzen des jeweiligen Patienten. Dies ist insofern von Bedeutung, da auch bei
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SMG bereits Antibiotika-Resistenzen bekannt sind. So konnte gezeigt werden, dass in
Kanada untersuchte SMG-Stamme bei CF-Patienten in 22 % gegen Tetracycline
resistent und in mehr als der Halfte aller Falle gegen Azithromycin, Erythromycin und
Clindamycin resistent waren (Grinwis et al., 2010b). Ahnliche Untersuchungen in Halle
(Saale) ergaben, dass aus Sputum von CF-Patienten isolierte S. constellatus-Stamme
zu 40 % Azithromycin-resistent und zu 70 % Metronidazol-resistent waren (Klinzel et
al., 2012). Hierbei erwiesen sich die Stamme als sensibel auf Meropenem, Ceftazidin

und Piperacillin/Tazobactam (Kinzel et al., 2012).

1.8 BAKTERIELLE INTERAKTIONEN

Ist ein Organismus zum gleichen Zeitpunkt mit unterschiedlichen Erregern besiedelt, so
wird die Zusammensetzung der mikrobiologischen Flora im Wesentlichen durch die
bakteriellen Interaktionen bestimmt. Die einfachste Form des Zusammenlebens von
mehreren Bakterienspezies ist die Koexistenz. Hierbei resultieren aus der
gemeinsamen Existenz fir die jeweiligen Spezies keine Vor- oder Nachteile. Des
Weiteren spielen sowohl konkurrentes als auch unterstiitzendes Verhalten eine Rolle.
Konkurrieren Bakterien um ein bestimmtes Substrat, so flhrt dies zur gegenseitigen
Wachstumshemmung (Hahn et al., 2005). Dies wird als Antagonismus bezeichnet. Ein
ebenfalls antagonistischer Effekt ist die Metabolithemmung, bei der eine Spezies

Abfallprodukte erzeugt, die fir eine andere toxisch sind (Hahn et al., 2005).

Doch das gleichzeitige Existieren unterschiedlicher Bakterien an einem Standort kann
auch Vorteile bringen. Bei der kreuzweisen Entgiftung eines Milieus kann
beispielsweise ein aerober Erreger durch respiratorische Entfernung von Sauerstoff
bessere Umweltbedingungen fir einen Anaerobier schaffen (Hahn et al., 2005). Dieser
wiederum kann ein fir den Aerobier wichtiges Substrat produzieren und diesem damit
Vorteil verschaffen (Hahn et al., 2005). Es ist bisher unklar, ob auch P. aeruginosa von

der Anwesenheit der Anaerobier in der CF-Lunge profitiert.

1.9 LAKTAT IN DER LUNGE VON CF-PATIENTEN

In praktisch jeder Sputum-Probe von CF-Patienten konnte in einer von Bensel et al.
durchgeflihrten Studie Laktat nachgewiesen werden (Bensel et al., 2011). Es wird
angenommen, dass das Laktat hauptsachlich von den polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN) stammt, welche im Rahmen des Entziindungsgeschehens in die
CF-Lunge einwandern (Bensel et al., 2011). Es wurde untersucht, ob die CF-

Haupterreger als Produzenten des Laktats in Frage kommen. Dabei zeigte sich, dass
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P. aeruginosa und B. cenocepacia unter anaeroben Bedingungen in vitro kein Laktat
produzieren, wahrend S. aureus dagegen als Laktatproduzent identifiziert wurde
(Bensel et al., 2011). Allerdings findet eine Produktion von Laktat nur in der
logarithmischen Wachstumsphase statt (Bensel et al., 2011). AuRerdem sind im
Erwachsenenalter nur ca. 30% der Patienten mit S. aureus infiziert (Koch und Hgiby,
1993). Die Laktatproduktion von S. aureus kann den Nachweis von Laktat in fast allen
Sputumproben demnach nicht erklaren. Es existiert aulerdem eine negative
Korrelation zwischen dem Lungenfunktionsparameter FEV1 (forciertes exspiratorisches
Volumen in der ersten Sekunde) und der Laktatkonzentration im Sputum der CF-
Patienten. Laktat konnte zukilnftig als nichtinvasiver Entziindungsmarker bei CF

verwendet werden (Bensel et al., 2011).

Unklar ist bisher, ob auch obligate Anaerobier in der Lunge von CF-Patienten im
Rahmen des Entzindungsgeschehens Laktat produzieren. Ware dies der Fall, so
konnte Laktat als nichtinvasiver Entziindungsmarker auch die Aktivitat der obligaten

Anaerobier widerspiegeln.

110 ELASTINABBAU IN DER LUNGE VON CF-PATIENTEN

Durch Freisetzung von Interleukinen und Wachstumsfaktoren im Rahmen des
Inflammationsgeschehens in der CF-Lunge, kommt es zu einer vermehrten
Kollagensynthese. Dies fuhrt zur Fibrosierung von Lungengewebe (Konietzko et al.,
1995; Ulrich et al., 2010b). Durch eine Verlangerung des Diffusionsweges wird damit
der Gasaustausch beeintrachtigt. AuRerdem findet in der Lunge von CF-Patienten ein
vermehrter Elastinabbau statt (Stone et al., 1995). Als Korrelat der Ab- und
Umbauprozesse, ist Elastin im CF-Lungengewebe deutlich vermindert, wahrend die
Kollagenkonzentration im Vergleich zu gesundem Lungengewebe erhoéht ist (Ulrich et
al., 2010b). Elastische Fasern finden sich in der Submukosa der Bronchien und der
Alveolarmembran der Lunge. Der Abbau von Elastin erfolgt enzymatisch durch
Elastasen. Spezifische Abbauprodukte des Elastins, Desmosin und Isodesmosin,
kénnen im Urin nachgewiesen und quantifiziert werden (Viglio et al., 2000; Ulrich et al.,
2010b). Bei CF-Patienten sind diese Abbauprodukte im Urin signifikant erhéht (Ulrich
et al., 2010b).

Im Sputum und im Serum von CF-Patienten liegt eine hohe Konzentration einer von
neutrophilen Granulozyten gebildeteten Elastase (PMN-Elastase) vor (Goldstein und

Doring, 1986). Die PMN-Elastase hat neben dem Elastinabbau noch weitere



EINLEITUNG Seite 13

pathogenetische Bedeutungen. Unter anderem spaltet sie Immunkomplexe und kann
damit direkten Einfluss auf ein Inflammationsgeschehen nehmen (Déring et al., 1986).

Auch P. aeruginosa ist in der Lage Elastase (Pseudomonas-aeruginosa-Elastase, PsE)
zu bilden (Viglio et al.,, 1999). Im Sputum oder in Sekreten, die bei einer
Bronchiallavage gewonnen werden, kdnnen die Aktivitdten der PsE und der PMN-
Elastase simultan gemessen werden (Viglio et al., 1999). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass der obligat anaerobe Erreger P. intermedia eine elastolytische
Serinprotease produziert (Shibata et al., 1993). Bisher ist nicht bekannt, ob auch
S. constellatus oder andere anaerobe Bakterien durch Bildung von Elastase

pathogenetischen Einfluss auf die Strukturveranderungen in einer CF-Lunge haben.
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2 ZIELSTELLUNG

Ziel der Arbeit ist die Gewinnung von Erkenntnissen zu den Wechselwirkungen von
S. constellatus in der Lunge von CF-Patienten. Zum Vergleich wurden
S. saccharolyticus und Veillonella spp. gleichen Untersuchungen unterzogen. Mithilfe
von in-vitro-Versuchen soll eine Aussage zur Pathogenitat von S. constellatus in der

CF-Lunge getroffen werden. Dazu wurden folgende Aspekte untersucht:

Wachstum von P. aeruginosa bei gemeinsamer Inkubation mit S. constellatus

- Vergleich dieser Erkenntnisse mit dem Wachstum von P. aeruginosa bei

gemeinsamer Inkubation mit anderen obligaten Anaerobiern

- Einfluss von P. aeruginosa auf das Wachstum der Anaerobier

- Untersuchungen der minimalen Anaerobier-Keimzahl fir die Proliferation in

einer P. aeruginosa-Suspension

- Vergleich der Keimzahlen beim gemeinsamen Wachstum von Anaerobiern und

P. aeruginosa mit unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen

- Laktatproduktion der anaeroben Bakterien nach unterschiedlichen

Zeitintervallen

- Einfluss von Laktat auf das Wachstum von P. aeruginosa

- Untersuchung des elastolytischen Verhaltens anaerober Bakterien mithilfe von

speziell flr diesen Versuch hergestelltem elastinhaltigen Nahrmedium

- Untersuchung des hamolytischen Verhaltens anaerober Bakterien
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3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 BAKTERIEN
3.1.1 S. constellatus und weitere anaerobe Bakterien

Alle anaeroben Bakterien, mit denen gearbeitet wurde, stammen aus einer Sammlung
an Isolaten, welche bei -51 °C in Skim-Milk-Glasern (Gewindepraparateglas mit
Schraubkappe, Art. Nr. 391H6110, Scherf Europa GmbH, Meiningen Deutschland,
1,8 ml Skim milk, Magermilch gepulvert, Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) gelagert
wurden. Diese Isolate wurden zuvor im Rahmen ihrer Forschungsarbeiten von Rintelen
(2009) und Béhm (2011) im Zeitraum von 2006 bis 2008 hergestellt. Es handelt sich
um Isolate von 31 erwachsenen Patienten und 8 Kindern. Das Durchschnittsalter der
erwachsenen Patienten betrug 25,3 + 9,0 Jahre, das der Kinder 12,9 + 4,3 Jahre
(Mittelwert £ Standardabweichung) (Worlitzsch et al.,, 2009). Samtliche Anaerobier
stammen demnach von CF-Patienten, die sich in der Ambulanz der Universitatsklinik
und Poliklinik far Innere Medizin | und in der CF-Kinder-Ambulanz der Universitatsklinik
und Poliklinik fir Kinder- und Jugendmedizin im Universitatsklinikum Halle (Saale)

vorstellten.

Die Anzucht der Bakterien erfolgte jeweils mittels Dreidsenausstrich (Einweg-
Impfschlinge, Art.-Nr. 731101, Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland) auf
Schadler-Agar-Platten (Schaedler-Agar, Art.-Nr. 43401, bioMérieux® sa, Marcy-I'Etoile,
Frankreich) (SCS-Platten) aus den bei Raumtemperatur aufgetauten Isolaten. SCS-
Platten enthalten 5 % Hammelblut. Es handelt sich dabei um ein Nahrmedium, welches
durch die Anwesenheit von Wachstumsfaktoren wie Hefeextrakt, Vitamin K3 und
Hamin besonders flr die Anzucht obligat und fakultativ anaerober Bakterien geeignet
ist. Eine hohe Glukosekonzentration sowie das reduzierte Agenz (L-Cystin)
beglinstigen ebenfalls das Wachstum dieser &uRerst anspruchsvollen
Mikroorganismen auf dem Agar (bioMérieux Deutschland URL:
http://www.biomerieux.de/servlet/srt/bio/germany/dynPage?open=GRM_CLN_PRD&do
¢c=GRM_CLN_PRD_G_PRD_CLN_61&pubparams.sform=6&lang=de,  Zugriff = am
01.03.2011).

Im Umgang mit den anaeroben Bakterien wurde stets darauf geachtet, die
Sauerstoffexposition so gering wie moglich zu halten. Nach Entnahme des Erregers
aus der Einfrierkultur wurde diese sofort wieder bei -51 °C eingelagert. Die Bebritung

erfolgte bei 37 °C unter einer Anaerobierbank (Modular Atmosphere Controlled
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System, MG500, Meintrup dws, Lahden-Holte, Deutschland), welche ein
sauerstofffreies Gasgemisch aus 80 % Stickstoff, 10 % Wasserstoff und 10 %
Kohlenstoffdioxid enthalt. Bevor die weitere Bearbeitung des jeweiligen Erregers
erfolgte, wurde eine aerobe Wachstumskontrolle durchgefihrt. Dazu wurde eine
gewachsene Kolonie auf eine Columbia-Agar-Platte (Art.-Nr. PB5008A, Oxoid GmbH,
Wesel, Deutschland) (COL-Platte) ausgestrichen und bei 37 °C im aeroben
Brutschrank (Heraeus Typ B6420, Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland)
bebritet. Nach 24 und 48 Stunden wurde diese Platte auf ein mdgliches Wachstum
kontrolliert. Die obligat anaeroben Bakterien wurden nur unter der Bedingung einer
negativen aeroben Wachstumskontrolle weiterverwendet. S. constellatus, als
mikroaerophiler Erreger, musste davon ausgenommen werden, da dieser unter
Umstanden auch ein aerobes Wachstum prasentieren kann. Kontamination oder der
Nachweis von mehr als einer Spezies fihrten zum Ausschluss eines angezlichteten
Erregers und erforderten dessen neue Anzucht. Aufgrund der langen
Generationszeiten der Anaerobier kommt es erst nach 2 bis 5 Tagen zur Ausbildung
sichtbarer Kolonien (Hahn et al., 2009). Nach 48 bis 120 Stunden lagen Reinkulturen

des jeweiligen Anaerobiers zur weiteren Bearbeitung vor.

3.1.2 P. aeruginosa

Bei dem verwendeten fakultativen Anaerobier P. aeruginosa handelt es sich um ein
Isolat des Stammes PAO1 (ATCC 15692) (Stover et al., 2000). Auch dieser Erreger
wurde als Einfrierkultur in Skim-Milk-Glasern bei - 51 °C gelagert.

Der Erreger wurde bei Raumtemperatur vorsichtig aufgetaut. Zur Anzucht des fakultativ
anaeroben  Bakteriums  erfolgte ein  Dreiésenausstrich  mittels  steriler
Einwegimpfschlinge auf COL-Platten, welche mit 5 % Schafblut versetzt sind. Diese
Platten sind besonders gut dazu geeignet, anspruchsvolle Mikroorganismen zu
kultivieren (bioMérieux). Das Skim-Milk-Glas wurde sofort wieder der Lagerung bei
- 51 °C zugefihrt. Die Bebritung wurde im aeroben Brutschrank bei 37 °C
durchgefliihrt. Im Falle einer Kontamination wurde der Erreger nicht verwendet. Nach
24 Stunden Bebritung lagen Reinkulturen von P. aeruginosa zur weiteren Bearbeitung

Vvor.
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3.2 IDENTIFIKATION DER BAKTERIEN
3.2.1 S. constellatus und weitere anaerobe Bakterien

Zur ldentifizierung der anaeroben Bakterien wurde das RaplD™ ANA Il System
verwendet. Dazu wurde eine Kolonie des auf SCS-Agar angezlichteten Erregers auf
CDC-Platten (Art.-Nr. PA256506, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland)
ausgestrichen und fir weitere mindestens 48 und maximal 72 Stunden anaerob bei
37 °C bebritet. Das direkte Ubernehmen einer Kolonie von SCS-Agar wird vom
Hersteller nicht empfohlen, da hierbei Interaktionen der Inhaltsstoffe des Agars mit den

Reaktionsflissigkeiten auftreten und somit das Ergebnis beeinflussen kénnen.

Eine weitere Kolonie wurde zur Herstellung einer Gram-Farbung des Bakteriums
verwendet. Sie dient als taxonomisches Merkmal und ist Voraussetzung flir die
Erregeridentifikation. Diese erfolgte mithilfe eines Gramfarbe-Sets (Gram-color
modifiziert, Farbe-Set, phenolfrei, Art. Nr. 1.01603-0001, Merck, Darmstadt,
Deutschland). Dazu wurde die Kolonie mit einer Einwegimpfschlinge auf einen
beschrifteten Objekttrager (Art.-Nr. M 7620, Sisse GmbH, Gudensburg, Deutschland)
in einen Tropfen 0,9 %-iger NaCl-Lésung (isotonische Kochsalzlésung, steril, Art.-Nr.
30911P, B. Braun, Melsungen, Deutschland) gegeben. Das Praparat wurde
luftgetrocknet und anschlieBend hitzefixiert. Der Objekttrager wurde in der
Farbevorrichtung unter einem Luftabzug positioniert. Auf die Praparate wurde
Kristallviolettldsung mit Natriumhydrogencarbonatlésung gegeben. Grampositive
Bakterien nehmen diese in ihre Zellwand auf. Im Anschluss erfolgte das Betraufeln mit
lodidsung zur weiteren Fixierung des Farbstoffs. Nach Auftragen einer Entfarbelésung
wurde eine Gegenfarbung mit Fuchsinlésung durchgeflihrt, welche fiir die Rotfarbung
der gramnegativen Bakterien verantwortlich ist. Es erfolgte die Einteilung in
grampositive, dunkelblau gefarbte, und gramnegative, rot gefarbte, Bakterien am
Mikroskop (Axiolab, Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland). Des Weiteren wurden die
Bakterien nach ihrer Morphologie in Kokken oder Stabchen eingeteilt (vgl.
Morphologische Grundformen, Hahn 2009: Medizinische Mikrobiologie und
Infektiologie, S. 175).

Nach 48 bis 72 Stunden Bebritung wurde ausreichend Kulturmaterial mithilfe eines
sterilen Wattetragers (Art.-Nr. 132436, Boéttger, Bodenmais, Deutschland) in die
RapID™-Inokulationsgléschen mit 1 ml Fliissigkeit (Art.-Nr. 8325102, remel) gegeben,
bis die hergestellte Suspension einem McFarland-Tribungsstandard Nr. 3 (Art.-Nr.

70900, bioMérieux® sa) entsprach. Aus dieser Suspension wurde nun ein
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Dreidsenausstrich als Reinheitstest abgenommen und auf eine SCS-Platte zur
anaeroben und eine COL-Platte zur aeroben Bebritung gegeben. Anschliefliend wurde
die gesamte Inokulationsfliissigkeit in das RapID™-Panel (Art. Nr. R 8311002, remel)
eingebracht, dieses wieder verschlossen und vorsichtig um 45 ° gekippt, so dass die
Flussigkeit in die Reaktionskammern gelangen konnte. Es musste kontrolliert werden,
ob jede Kammer Flussigkeit enthalt. Die beschrifteten und beflillten Panels wurden bei
37 °C mindestens 4 und maximal 6 Stunden gelagert und im Anschluss ausgewertet.
Dazu wurden die Farbveranderungen direkt nach der Lagerung sowie nach Zugabe der
vorgegebenen Reagenzien (RaplD™-Reagenz und RaplD™-Spot-Indolreagenz)
dokumentiert. Der Test basiert auf dem jeweiligen unterschiedlichen Reaktionsmuster
der einzelnen Bakterien. Dabei werden mithilfe des zum System gehérenden Panels,
welches 2 monofunktionale und 8 bifunktionale Kammern besitzt, 18 verschiedene
biochemische Reaktionen getestet. Positive und negative Reaktionen werden durch
unterschiedliche Farbveranderungen reprasentiert, die mit einem Farbstandard
verglichen und dokumentiert werden. Nach dem Eintragen der Reaktionsergebnisse
auf dem zum System gehoérenden Auswertungsbogen ergibt sich schliellich der zur

Identifikation erforderliche Microcode.

Die Auswertung des Tests erfolgte mittels Angabe der Morphologie, dem Ergebnis der
Gram-Farbung und des erhaltenen Microcodes. Dafiir wurde das ERIC™ Electronic
RapIlD Compendium System, Version 1.0.76 (Art.Nr. R 8323600, remel Inc Lenexa,
Kansas) verwendet. Es gibt an, um welchen Erreger es sich handelt und mit welcher
Wahrscheinlichkeit dies anhand der eingegebenen Daten zutrifft. Nach 24 und 48
Stunden wurden die aeroben und anaeroben Reinheitskontrollen auf eine mdgliche
Kontamination der Probe kontrolliert. Das Ergebnis der Identifikation war nur unter der

Voraussetzung gliltig, dass es sich um eine nicht kontaminierte Probe handelte.

3.2.2 P. aeruginosa

Als Kontrolle erfolgte die biochemische Identifizierung von P. aeruginosa mittels Vitek®-
System (bioMérieux® sa). Dafiir wurde zuvor eine Gram-Farbung vorgenommen. Der
gram-negative fakultative Anaerobier wurde dann einem Oxidase-Test (BBL™Dry
Slide™Oxidase, Art. Nr. 231746, Becton Dickinson GmbH) unterzogen, bei dem sich
nach Aufbringen einer Kolonie auf die Reaktionsflache eine Violettfarbung als
Positivergebnis zeigte. Es erfolgte nun die Herstellung einer Bakterien-Suspension mit
vorgeschriebener optischer Dichte (OD). Dazu wurde eine Kolonie des auf COL-Agar

gewachsenen Erregers mittels Einwegimpfose in ein steriles Rohrchen (Art. Nr. 55.476,
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Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) mit 1,8 ml 0,45 %-iger NaCl-Lésung (Art.-Nr. V
1204, bioMérieux® sa) eingebracht. Fiir gramnegative Bakterien wird vom Hersteller
eine Triibung entsprechend McFarland-Standard Nr. 1,0 (bioMérieux® sa) empfohlen.
Die Vitek®-ID-Karte GNI+ (ID-Karten, Art.-Nr. V 1305, bioMérieux® sa) wurde dem
Erreger entsprechend beschriftet und schlieBlich mit der hergestellten Bakterien-
Suspension in Verbindung gebracht. Nachdem die Testkarte die Suspension unter
Vakuumbedingungen aufgenommen hatte, erfolgte die Versiegelung mit dem Vitek®-
Sealer (bioMérieux® sa) und schlieRlich die Platzierung im Vitek®-Gerét. Die Vitek®-
Software ermittelte nun die Reaktionen des Bakteriums auf die biochemischen Tests in

den einzelnen Kammern und interpretierte das Reaktionsmuster automatisch.

3.3 GEMEINSAME WACHSTUMSVERSUCHE
3.3.1 Vorbereitung von P. aeruginosa

P. aeruginosa wurde aus einer Einfrierkultur auf eine COL-Platte ausgestrichen und 24
Stunden im aeroben Brutschrank bei 37 °C kultiviert. Nach 24 Stunden wurde eine
Kolonie mit einer sterilen Einwegimpfschlinge in flissiges TSB-Medium (Tryptone Soy
Broth, Caseinpepton-Sojamehl-Pepton-Lésung, Art.-Nr. TV 5002 E, Oxoid,
Basingstoke, GroRbritannien) gegeben und weitere 24 Stunden im aeroben
Schuttelbrutschrank bei 37 °C und aufgedrehtem Deckel bebritet. Nach 24 Stunden
wurde der Erreger 1:10 mit 900 pl TSB-Medium in einem 1 ml Eppendorf-Tube
verdinnt (Eppendorf-Pipette, Art.-Nr. BO007.1, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg, Deutschland). Es erfolgte die Messung der Extinktion dieser Verdinnung
(CADAS 30 / CADAS 50 DR LANGE, Dr. Bruno Lange GmbH Berlin, Deutschland), um
10 ml einer Suspension mit definierter OD 0,05 in einem sterilen Réhrchen (PP-Tube,
14 ml, steril, Greiner bio-one) herzustellen. In 9 weitere sterile Réhrchen wurden
daraus jeweils 800 ul der P. aeruginosa-Suspension gegeben. In diesen Rdhrchen

sollte die Infektion der Suspension mit den Anaerobiern stattfinden.

3.3.2 Vorbereitung von S. constellatus und weiteren anaeroben Bakterien

Dieser Versuch wurde mit S. constellatus und drei weiteren obligaten Anaerobiern zum
Vergleich durchgefthrt. Daflir wurden S. saccharolyticus, Veillonella spp. sowie
Prevotella melaninogenica ausgewahlt. Sie erwiesen sich zuvor als zuverlassig
anziichtbare Bakterien mit glinstigen Generationszeiten.

Eine SCS-Platte wurde fir das Auftragen einer Verdinnungsreihe mit 8 Stufen
vorbereitet. AuRerdem wurden fir die Verdinnungsreihe 8 Eppendorf-Tubes mit 900 pl

TSB-Medium beflllt. Ein weiteres Eppendorf-Tube wurde fir die Herstellung der
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Suspension mit OD 0,05 bereit gestellt (Abb. 4a). Nun erst wurde die sichtbar
eingetribte zuvor hergestellte Anaerobier-TSB-Suspension aus dem anaeroben
Schittelbrutschrank (HTMR-133, MS-Laborgerate Schréder OHG, Wiesloch,
Deutschland) genommen und im Photometer deren Extinktion bestimmt. Von dem
Anaerobier wurde 1 ml Suspension mit definierter OD 0,05 hergestellt. Ausgehend von
dieser Suspension wurde eine Verdunnungsreihe mit 8 Stufen hergestellt (Abb. 4a).
Jeweils 2-mal 10 pl einer Verdinnungsstufe wurden auf die vorbereitete SCS-Platte
aufgetragen. Die Verdinnungsreihe wurde fir 24 bzw. 48 Stunden anaerob bei 37 °C
bebritet. Nach maximal 48 Stunden erfolgte deren Auszahlung. Die Agar-Platte wurde
weiter im anaeroben Brutschrank belassen, um sie spater zur Identifikation des
Anaerobiers zu nutzen. Weitere 800 ul einer jeden Verdinnungsstufe und der
Suspension mit OD 0,05 wurden in die vorbereiteten Réhrchen gegeben, in denen sich
bereits 800 pl P. aeruginosa-Suspension befanden (Abb. 4b). Beide Erreger,

P. aeruginosa und der jeweilige Anaerobier, befanden sich nun in einem Réhrchen.

(1) Einfrierkultur (2) Dreigsenausstrich (3) Anzucht in TSBE (4) Keimlésung mit OD 0,05

niniuinininiuinis
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(5) Verdiinnungsreihe des Anaerobiers

Abbildung 4a: Vorbereitung des Anaerobiers (S. constellatus) fir die gemeinsame
Inkubation. Aus einer Einfrierkultur (1) wird ein Dreidsenausstrich (2)
hergestellt. Eine Kolonie wird in flissiges TSB-Medium eingebracht und
anaerob angezlichtet (3). Daraus Herstellung einer Bakterien-
Suspension mit OD 0,05 (4) und anschlie®ende Verdinnung (5).
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3.3.3 Gemeinsame Inkubation

Im Anschluss erfolgte die gemeinsame Inkubation der beiden Mikroorganismen. Dazu
wurden die 9 Roéhrchen, in denen sich jeweils 800 pl P. aeruginosa-Suspension mit
OD 0,05 und 800 ul Anaerobier-Suspension in ansteigender Verdinnung befanden, fir
72 Stunden anaerob bei 37 °C bebritet. In ein weiteres 10. Réhrchen wurden anstatt
der Anaerobier-Suspension 800 ul TSB-Medium gegeben, um zum Vergleich auch das
alleinige Wachstum von P. aeruginosa unter gleichen Bedingungen zu erfassen (Abb.
4b). Nach 72 Stunden wurde fir jedes der 10 Rohrchen die Herstellung einer
Verdinnungsreihe vorbereitet. Die 10 Ro&éhrchen wurden dann einzeln der
Anaerobierbank entnommen und jeweils eine Verdinnungsreihe erstellt (Abb. 4c).
Diese wurde auf die vorbereitete SCS-Platte aufgetragen. Insgesamt wurden 10
Verdinnungsreihen erstellt, die alle nach ihrer Herstellung sofort wieder in die
Anaerobierbank eingeschleust wurden. Nach 24 bzw. 48 Stunden konnten beide
Erreger, der Anaerobier und P. aeruginosa, gezahlt und fotodokumentiert werden (Abb.
4c). Die 10 SCS-Platten wurden weitere 24 Stunden aerob bei 37 °C bebritet und
anschlielend kontrolliert. Die Keimzahlen wurden mit denen verglichen, die unter
gleichen auferen Bedingungen bei alleiniger Inkubation ermittelt werden konnten.
Auflerdem wurden die einzelnen Platten danach ausgewertet, bis zu welcher
Verdinnung ein Anaerobier in der Lage ist, in einer P. aeruginosa-Suspension
anzuwachsen. Ebenfalls dokumentiert wurde das phanotypische Wachstum von

P. aeruginosa.

< c— R —— N o— i <— N — — N — Y — —

Kontrolle

Abbildung 4b: Gemeinsame Inkubation von P. aeruginosa (Striche) und dem
Anaerobier (Punkte). Erstes Réhrchen Ausgangskonzentration beider
Erreger gleich. Die Ausgangskonzentration des Anaerobiers nimmt ab,
die von P. aeruginosa bleibt gleich. Kontrollréhrchen ohne Anaerobier.



MATERIAL UND METHODIK Seite 22

Um ebenso den Einfluss von P. aeruginosa auf das Wachstum von S. constellatus und
der Anaerobier erfassen zu kénnen, wurde bei jedem Versuch auch der Anaerobier
allein unter gleichen aulReren Bedingungen inkubiert. Der Versuch wurde fur Veillonella
spp., S. saccharolyticus und P. melaninogenica jeweils 3-mal und fur S. constellatus 4-
mal unabhangig voneinander durchgeflihrt.

Kontrolle

Abbildung 4c: Beurteilung des jeweiligen Wachstums nach gemeinsamer Inkubation.
Fir jedes der 10 Rohrchen wurde eine Verdunnungsreihe erstellt und
auf SCS-Platten aufgetragen. Nach der Bebrutung wurden beide
Erreger ausgezahlt. Mit der Kontrolle wurde das alleinige Wachstum
von P. aeruginosa ermittelt.
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3.4 LAKTAT-PRODUKTION VON S. CONSTELLATUS UND WEITEREN
ANAEROBEN BAKTERIEN

Es wurde die Laktat-Produktion von S. constellatus und den weiteren Anaerobiern zum
Vergleich untersucht. S. constellatus, S. saccharolyticus und Veillonella spp. wurden
dazu wie zuvor beschrieben fir die Kultivierung in flissigem TSB-Medium vorbereitet.
Veillonella spp. und S. saccharolyticus wurden anschlieBend anaerob 48 Stunden
bebritet. Danach wurden die Bakterien der Anaerobierbank enthommen und 1 ml der
Suspension in ein steriles Eppendorf-Tube gegeben. Die Bestimmung von Laktat
erfolgte im Zentrallabor. Dieser Versuch wurde fir Veillonella spp. und
S. saccharolyticus jeweils 3-fach durchgefihrt. Des Weiteren wurde die Laktat-

Konzentration des TSB-Mediums bestimmt. Diese lag bei 0,7 mmol/l.

Die Laktat-Produktion von S. constellatus wurde nach 2, 5 und 10 Tagen ermittelt.
Dazu wurde der Erreger aus 4 verschiedenen Einfrierkulturen kultiviert und in TSB-
Medium gegeben. Zur Laktat-Bestimmung zum jeweiligen Zeitpunkt wurde die
Bakterien-Suspension der Anaerobierbank entnommen, 1 ml der Suspension
abpipettiert und der Rest anschlieBend zur weiteren Bebritung zurtick gestellt. Die

Ermittlung des Laktat-Wertes erfolgte ebenfalls im Zentrallabor.

Im Zentrallabor des Universitatsklinikums Halle (Saale) erfolgte die quantitative
Bestimmung der Konzentration an L-Laktat mit dem SYNCHRON LX®-System
(Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Zur Bestimmung sind mindestens
300 pl einer Probe erforderlich, die in ein Primarréhrchen gegeben wurden. Das
SYNCHRON®-System dosiert weitere Proben- und Reagenzvolumina automatisch.
Das in der Probe enthaltene Laktat wird durch die Laktatoxidase in Pyruvat
umgewandelt, wobei Wasserstoffperoxid (H.O,) entsteht. H,O, reagiert, katalysiert
durch Peroxidase, mit Dichlorbenzolsulfonsaure (DCBSA) und 4-Aminoantipyrin (4-
AAP) zu einem Chromophor. Die Bestimmung der Laktat-Konzentration erfolgt durch
spektrophotometrische Messung der Extinktion, welche durch das Chromophor bewirkt
wird. Das System misst die Extinktionsanderung bei einer Wellenlange von 520 nm.
Diese Extinktionsanderung ist direkt proportional zur Laktat-Konzentration der Probe
und dient zur Berechnung des Wertes durch das System (Methodenblatt,
SYNCHRON®-System).
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3.5 VERSUCHE ZUM EINFLUSS VON L-LAKTAT AUF DAS WACHSTUM VON
P. AERUGINOSA

Es sollte das Wachstum von P. aeruginosa in einer Losung, welche eine Laktat-
Konzentration von 20 mmol/l hat, untersucht werden. Von P. aeruginosa wurde eine
Kolonie in TSB-Medium gegeben und fir 18 h aerob im Schuttelrihrer bebritet (18
Stunden / 400 rpm / 37 °C). Danach wurde eine Stammlésung mit einer vorgegebenen
Laktat-Konzentration von 400 mmol/l produziert. Dazu wurden 50 ml PBS-Puffer 1:20
(phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte Saline) in ein steriles 250 ml
Glasgefall gegeben. Die Molare Masse (M) des Laktats (Sodium-L-lactate, Natrium-L-
Lactat, Art.-Nr. 07323/970, Fluka, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) betragt laut
Herstellerangabe 112,06 g. Somit wurden fir 50 ml Losung mit einer Konzentration von
400 mmol/l genau 2,24 g Laktat bendétigt. Dies wurde mit einer Waage (Feinwaage
Adventure ARA 520, Ohaus GmbH, Gielden, Deutschland) abgewogen und dem PBS-
Puffer zugefigt und untergemischt. Die Ldsung wurde autoklaviert und zur
Konzentrationsmessung ins Zentrallabor des Universitatsklinikums Halle (Saale)

gegeben.

Es wurde eine Laktat-Konzentration von 438,9 mmol/l gemessen. Es folgte die
Herstellung einer P. aeruginosa-Suspension mit OD 0,05 hergestellt. Jeweils 9,5 ml der
Suspension wurden in 5 sterile Réhrchen gegeben. In 4 der 5 Rdhrchen wurden
zusatzlich 0,5 ml der Laktat-Losung gegeben, so dass die Laktat-Konzentration in
diesen Rohrchen etwa 20 mmol/l betrug. Die Konzentrationsbestimmung ergab einen
Wert von 21,1 + 1,3 mmol/l Laktat in den Lésungen. In das 5. Réhrchen wurden 0,5 ml
PBS-Puffer gegeben, um einen Kontrollversuch ohne Zugabe von Laktat durchflihren
zu koénnen. Die Laktat-Konzentration in den Kontroll-Lésungen lag bei 0,6 £ 0,2 mmol/l.
Von dem ersten Roéhrchen wurde sofort eine Verdlnnungsreihe zur
Keimzahlbestimmung angefertigt. Es erfolgte eine Zentrifugation (Heraeus Instruments
Biofuge Primo, Kendro Laboratory Products) fur 20 Minuten bei 4000 rpm und die
anschlieBende Entnahme von 900 pl des Uberstandes zur Bestimmung der Laktat-
Konzentration. Vom 5. Réhrchen (ohne Laktat) wurde ebenfalls eine Verdiinnungsreihe
angefertigt, um einen Vergleichswert zu erhalten. Die restlichen 3 Réhrchen und das 5.
Réhrchen (ohne Laktat) wurden anaerob auf dem Schittler bei 37 °C jeweils

unterschiedlich lang bebritet (Tab. 1).
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Das 5. Roéhrchen wurde stets zum gleichen Zeitpunkt bearbeitet und diente als
Vergleichswert (Tab. 1). Danach wurde es sofort zurlick unter die Anaerobierbank

gestellt. Dieser Versuch wurde dreimal unabhangig voneinander durchgefuhrt.

Tabelle 1: Bearbeitung der 5 Proben nach unterschiedlicher Lagerungsdauer

Rohrchen Nr. Zeitpunkt der Keimzahlbestimmung
1 Nach 0 Stunden

2 Nach 24 Stunden

3 Nach 36 Stunden

4 Nach 48 Stunden

5 (ohne Laktat) Nach 0, 24, 36 und 48 Stunden

3.6 VERSUCHE ZUR ELASTOLYTISCHEN AKTIVITAT DER BAKTERIEN
3.6.1 Herstellung des elastinhaltigen Nahrmediums

Fir diese Versuche wurden Agar-Platten hergestellt, welche Elastin enthalten und flr
die Anzucht der anspruchsvollen anaeroben Bakterien geeignet sind. Die
Zusammensetzung des zur Untersuchung verwendeten Mediums orientierte sich an
den Angaben von Shibata et al., (1993). Zur Herstellung der elastinhaltigen Platten
wurde als Medium Hirn-Herz-Agar (Art.-Nr. 715-9580, VWR, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Dieser wurde zusatzlich versetzt mit 0,2 % Hefeextrakt (Art.-Nr. LP 0021
B, Oxoid), 5 pg/ml Hamin (Art.-Nr. DIAS 22549021, VWR) und 0,5 pg/ml
Phytomenadion (Vitamin K1, Art.-Nr. SAFF 95271-250MG, VWR) (Shibata et al.,
1993). Fur die Herstellung von 500 ml Agar bedeutete dies im Einzelnen: In 490 mi
destilliertes Wasser wurden 23,5 g Hirn-Herz-Agar-Pulver (BHI-Agar) sowie 1 g
Hefeextrakt gegeben. Die Lésung wurde vorsichtig geschuttelt und im Wasserbad bei
85 °C erwarmt. In 10 ml destilliertem Wasser wurden 2,5 g Hamin aufgel6st und zur
restlichen Lésung gegeben. Hinzugegeben wurden des Weiteren 0,25 g in Ethanol

geldéstes Phytomenadion und dieses durch vorsichtiges Schitteln untergemischt.

Das hergestellte Gemisch wurde bei 121 °C autoklaviert. AnschlielRend erfolgte die
Zugabe von 1 Volumenprozent Elastin (Art.-Nr. E1625-10G, Sigma-Aldrich, USA).
Nach Verabreichen von 5 g Elastin wurde die Losung vorsichtig geschuttelt und fir 10

Minuten in ein Wasserbad bei 70 °C gestellt. Nach dem Ausgief3en in die Petrischalen
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musste der Agar langsam abklhlen und fest werden. Die Lagerung der Agar-Platten
erfolgte bis zur weiteren Verwendung im Kihlschrank (Liebherr, Ochsenhausen,
Deutschland) bei 2 bis 8 °C.

Da das Elastin nicht mit dem restlichen Agar autoklaviert werden konnte, musste vor
Versuchsbeginn eine mogliche Kontamination des Elastinpulvers ausgeschlossen
werden. Dazu erfolgte eine Leerbebritung der hergestellten Platten im 37 °C warmen
aeroben Brutschrank. Es wurde kein Wachstum festgestellt, die Platten waren nicht
kontaminiert. Die Funktionalitat der fir diesen Versuch hergestellten Platten konnte
mithilfe von P. aeruginosa demonstriert werden. Dieser zeigte nach 48 Stunden
aerober Bebritung eine deutliche Elastolyse (Abb. 5). Eine elastolytische Aktivitat des

flissigen TSB-Nahrmediums konnte im Leerversuch ausgeschlossen werden.

1551052008

Abbildung 5:  P. aeruginosa zeigt nach 48 Stunden aerober Bebritung eine deutliche
Elastolyse (=) in allen 4 Quadranten

3.6.2 Versuche zur elastolytischen Aktivitat

Bei den auf elastolytische Aktivitat untersuchten anaeroben Bakterien handelt es sich
neben S. constellatus (4) im Einzelnen um folgende Patientenisolate (Tab. 2):

Veillonella spp. (10), S. saccharolyticus (2), Clostridium hastiforme (2), Actinomyces
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turicensis (2), P. melaninogenica (1), Lactobacillus acidophilus (1), Bifidobacterium
spp. (1), Mobiluncus mulieris (1) sowie Actinomyces israelii (1). Aullerdem wurde

P. aeruginosa zweimal unabhangig voneinander unter anaeroben Bedingungen

getestet.

Tabelle 2: Anzahl der auf elastolytische und hamolytische Aktivitat untersuchten
Anaerobierspezies (n=25)

Anaerobierspezies Anzahl

Veillonella spp. 10

S. constellatus 4

S. saccharolyticus 2

C. hastiforme 2

A. turicensis 2

P. melaninogenica 1

L. acidophilus 1

Bifidobacterium sp. 1

Mob. mulieris 1

A. israelli 1

Es wurden einzelne Kolonien des jeweiligen Anaerobiers in 10 ml TSB-Medium
gegeben und mindestens 24 Stunden bei 37 °C anaerob im Schiuttelbrutschrank bei
400 rpm bebritet. P. aeruginosa konnte stets nach 24 Stunden weiter verwendet
werden. Die Anzucht der Anaerobier im TSB-Medium dauerte zwischen 24 und 72
Stunden. Es wurden 10 ml einer Bakterien-Suspension mit OD 0,05 hergestellt.
AnschlieBend erfolgte die grindliche Durchmischung der entstandenen L&ésung auf
dem Schiittelrihrer (Reagenzglasschittler, Reax-Top, Heidolph Instruments GmbH,
Kelheim, Deutschland). Diese Losung wurde mittels Verdunnungsreihe 1:10, 1:100 und
1:1000 verdunnt.

Die elastolytische Aktivitdt von P. aeruginosa wurde sowohl unter aeroben als auch
unter anaeroben Bedingungen untersucht. Aerob, um die Funktionalitat der Platten zu
testen und anaerob zum Vergleich mit S. constellatus und den anderen obligat

anaeroben Bakterien. Die elastinhaltigen Platten wurden vor der Beimpfung in 4
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Quadranten aufgeteilt und entsprechend beschriftet. Nach erneutem Durchmischen der
Bakterien-Suspension wurden in die Quadranten je 10 pl der L6sung mit OD 0,05 oder
einer Verdunnungsstufe aufgetragen. AnschlieRend wurden die beimpften Platten
anaerob bebritet. Die entstandene Elastolysezone wurde zu 3 unterschiedlichen
Zeitpunkten beurteilt. Die Untersuchung der Elastolysezonen nach festgelegten
Zeitintervallen war aufgrund der unterschiedlichen Generationszeiten der Bakterien
nicht moglich. Insgesamt wurden 29 Proben mit Anaerobiern bearbeitet. Davon
wuchsen 3 Erreger nach der Anzucht im TSB-Medium auch nach mehrmaligen
Versuchen nicht mehr auf einer Agar-Platte an. Eine Probe wurde wegen
Kontamination ausgeschlossen. Es konnten also 25 Proben ausgewertet werden. Um
eine mogliche Beeintrachtigung des Versuchs durch das verwendete Nahrmedium zu
erfassen, wurde parallel im Leerversuch eine mdgliche elastolytische Aktivitat des

flissigen TSB-Mediums ausgeschlossen.

3.7 VERSUCHE ZUR HAMOLYTISCHEN AKTIVITAT DER BAKTERIEN

Von den zu untersuchenden Bakterien wurden in vorgenannter Weise Suspensionen
mit OD 0,05 hergestellt. In sterilen Eppendorf-Gefalien wurden Verdiinnungsreihen bis
1:1000 erstellt. Die Untersuchung der hamolytischen Aktivitat der anaeroben Bakterien
und von P. aeruginosa erfolgte auf SCS-Platten. Diese Agar-Platten enthalten 5 %
Schafblut und sind damit zur Beurteilung des Hamolyseverhaltens von obligaten und
fakultativen Anaerobiern geeignet (bioMérieux). Die Agar-Platten wurden in 4
Quadranten unterteilt und entsprechend beschriftet. Auf die Platten wurden nun je
10 ul Bakterien-Suspension pipettiert. Dieser Versuch wurde ebenfalls mit 25
Anaerobier-Proben und P. aeruginosa aerob und anaerob durchgefihrt. Die Bebritung
und das Ablesen der hamolytischen Aktivitat erfolgten in gleicher Weise wie bei den
Versuchen zur Erfassung der elastolytischen Aktivitat. Die jeweilige Hamolysezone
wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit einem Lineal ausgemessen und beurteilt.
Eine hamolytische Aktivitdt des flissigen TSB-Mediums konnte im zweimaligen

Leerversuch ausgeschlossen werden.

3.8 STATISTIK

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung (MW + STABW)
angegeben (Excel, Microsoft, Redmont, Wash, U.S.A.). Der Vergleich der Keimzahlen

beider Gruppen erfolgte mittels t-Test. Als signifikant wurde p < 0,05 angesehen.
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4 ERGEBNISSE
41  ERGEBNISSE VON S. CONSTELLATUS

In 4 unabhangig voneinander durchgeflihrten Versuchen konnte gezeigt werden, dass
P. aeruginosa in Anwesenheit von S. constellatus signifikant schlechter wachst im
Vergleich zur Anzucht allein. Wahrend der Erreger allein nach 72 Stunden Bebritung
unter anaeroben Bedingungen in Keimzahlen von 2,9 + 1,5 x 10° KBE/m
nachzuweisen ist (Tab. 3), wachst er nach gemeinsamer Inkubation mit S. constellatus
unter gleichen Bedingungen mit 3,0 + 5,3 x 108 KBE/ml (als MW + STABW aller
Keimzahlen nach gemeinsamer Inkubation unabhangig von der Verdinnung des
Anaerobiers) deutlich schlechter (p < 0,05). S. constellatus ist somit in der Lage, das

Wachstum von P. aeruginosa um eine Zehnerpotenz zu reduzieren.

Abbildung 6: Gemeinsame Inkubation von S. constellatus (weiler Pfeil) und
P. aeruginosa (schwarzer Pfeil). Noch 10’-fach verdinnt ist
S. constellatus in der Lage in der P. aeruginosa-Suspension zu
proliferieren. Nach 72 Stunden gemeinsamer Inkubation in fliissigem
TSB-Medium sind beide Erreger auf der SCS-Platte gewachsen.
P. aeruginosa wachst als mukoide Kolonie und in geringeren
Keimzahlen als bei alleiniger Inkubation.
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AuRerdem konnte gezeigt werden, dass S. constellatus, noch 10’-fach verdinnt,

regelmalig in der Lage ist,

in einer unverdinnten P. aeruginosa-Suspension

anzuwachsen (Abb. 6). Dies konnte bei 4 von 4 Versuchen erfasst werden.

Tabelle 3: Keimzahlen von P. aeruginosa in KBE/ml nach 72 Stunden alleiniger
Inkubation
Prozessdaten P. aeruginosa
1. Durchfiihrung 2,5x10°
2. Durchfiihrung 4,5x 10°
3. Durchfiihrung 1,6 x 10°
MW + STABW 2,9+15x10°
Tabelle 4: Keimzahlen von P. aeruginosa in KBE/ml nach 72 Stunden Inkubation

mit S. constellatus (S. constellatus Stamm 1, 2, 3 und 4 in ansteigender

Verdinnung)

Verdlnnung | P. aeruginosa + | P. aeruginosa + | P. aeruginosa + | P. aeruginosa +

Stamm 1 Stamm 2 Stamm 3 Stamm 4
OD 0,05 3,1x10° 7,5x10° 3,6 x 10° 2,2x10°
10" 2,2x10° 2,4 x10° 32 x10° 1,4 x 10°
107 1,8 x 10° 1,7 x 10° 0,1x10° 2,5x10°
10° 1,4 x 10° 1,4 x 10° 1,0 x 10° 2,2x10°
10" 9,5x 10° 3,7 x10° 0,9 x 10° 1,0 x 10°
10° 2,7 x10° 0,9 x 10° 1,2 x 10° 2,0x10°
10°® 1,1 x 108 1,3 x 10° 1,0 x 10° 1,8 x 10°
107 2,1x10° 0,8 x 10° 1,1 x 108 1,9 x 10°
10°® 2,0x10° 2,4 x10° 0,8 x 10° 3,7x10°

Es ist ein eingeschranktes Wachstum von P. aeruginosa in jeder Verdinnungsstufe

des mikroaerophilen Anaerobiers zu registrieren (Tab. 4, Tab. 5).
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In der Verdunnungsstufe, in der S. constellatus nicht mehr nachweisbar war
(Verdiinnungsstufe 10®), ist die Keimzahlreduktion von P. aeruginosa um eine
Zehnerpotenz ebenfalls noch zu registrieren. Mit 3,1 = 5,6 x 10° KBE/ml in den
Suspensionen, in denen der mikroaerophile Anaerobier nachweislich anwachst
(Verdiinnungsstufen OD 0,05 bis 107), unterscheiden sich die MW der Keimzahlen
nicht wesentlich von der Suspension, in der S. constellatus nicht mehr anzichtbar ist
(Verdiinnungsstufe 10®). Diese betragt 2,2 + 1,2 x 10° KBE/ml (Tab. 4, Tab. 5).

Tabelle 5: Keimzahlen von P. aeruginosa in KBE/ml als MW + STABW der 4
Versuche nach 72 Stunden Inkubation mit S. constellatus

Verdlinnung Keimzahlen von P. aeruginosa bei gemeinsamem
S. constellatus Wachstum mit S. constellatus
0D 0,05 41+23x10°

10" 9,5+ 15,0 x 10°

107 1,7+0,6 x 108

10° 1,5+0,5x10°

10" 3,8+4,0x10°

10° 1,7+0,8 x 10°

10°® 1,3+0,4 x 10°

107 1,5+0,6 x 10°

10°® 22+12x10°

Die Ermittlung des Einflusses von P. aeruginosa auf das Wachstum von S. constellatus

ergab folgende Ergebnisse:

S. constellatus in OD 0,05 wachst nach alleiniger Inkubation fir 72 Stunden unter
anaeroben Verhaltnissen mit 8,4 + 6,6 x 10’ KBE/ml (Tab. 6). Das Ergebnis wird als
MW + STABW der 4 Versuche angegeben. Wird der mikroaerophile Anaerobier unter
gleichen Bedingungen gemeinsam mit P. aeruginosa inkubiert, wachst er mit
1,3 + 1,0 x 10° KBE/m.
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Tabelle 6: Keimzahlen von S. constellatus in KBE/ml nach alleiniger Inkubation fur
72 Stunden

Verdinnung Stamm 1 Stamm 2 Stamm 3 Stamm 4
OD 0,05 1,7 x 10° 3,5x 107 3,0 x 107 1,0 x 10°
10" 7,0 x 107 5,4 x 10’ 5,3 x 10’ 6,5 x 10’
107 6,2 x 10’ 2,3x 10’ 3,5x 107 2,5x10°
10° 6,0 x 10’ 2,5x 10’ 0 6,4 x 10’
10" 6,1 x 10’ 1,6 x 10° 0 6,3 x 10’
10° 6,2 x 10’ 2,7 x 107 0 4,7 x 10’
10°® 7,0 x 107 4,3 x 10’ 0 6,6 x 10’
107 5,0 x 107 0 0 0

10°® 0 0 0 0

Bei starkerer Ausgangsverdinnung des mikroaerophilen Anaerobiers vor der

gemeinsamen Inkubation wird ein positiver Effekt der Anwesenheit von P. aeruginosa
auf das Wachstum von S. constellatus deutlich. Bei 10°-facher Verdiinnung erhdhen
sich die Keimzahlen von S. constellatus bei Vorhandensein von P. aeruginosa von 4,5
+ 3,2 x 10" KBE/ml auf 7,7 + 2,5 x 108 KBE/ml (Tab. 6, Tab. 7). Werden nur die 3
Versuche betrachtet, bei denen S. constellatus im Kontrollversuch in dieser
Verdiinnung noch anwuchs, verandern sich die Keimzahlen von 6,0 + 1,5 x 10" KBE/ml

auf 8,2 + 2,8 x 10° KBE/ml. Die Keimzahlerhdhung ist noch immer vorhanden.

Der mikroaerophile Anaerobier S. constellatus wachst demnach in Anwesenheit des
fakultativen Anaerobiers P. aeruginosa etwa eine Zehnerpotenz besser als allein (Tab.
8). Dabei ist nicht nur ein besseres Wachstum in Form von héheren Keimzahlen zu
registrieren. S. constellatus wachst bei gemeinsamer Inkubation in noch starkerer

Ausgangsverdiinnung regelmafig wieder an (Tab. 7).

Sowohl bei alleiniger als auch bei Inkubation mit P. aeruginosa wachst S. constellatus

nach 10%-facher Verdiinnung nicht mehr an (Tab. 7, Tab. 8).
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Tabelle 7: Keimzahlen von S. constellatus in ansteigender Verdinnung in KBE/ml
nach Inkubation mit P. aeruginosa
Verdinnung Stamm 1 + Stamm 2 + Stamm 3 + Stamm 4 +
P. aeruginosa | P. aeruginosa | P. aeruginosa | P. aeruginosa
OD 0,05 4,5x 10’ 1,5 x 10° 2,6 x10° 7,5x10’
10" 7,0 x 107 1,2 x 10® 6,5x 10° 1,5 x 108
10 8,5x 10’ 1,6 x 10° 3,9 x 10° 1,9 x 108
107 2,9x10° 7,5 x10° 52 x10° 1,4 x 10®
10 5,6 x 10° 2,1x10° 6,5x 10° 6,0 x 10’
10° 3,5x 108 1,1 x 10° 4,0x10° 3,6 x 10°
10° 8,1x10° 1,1 x 10° 6,0 x 10° 5,5 x 108
107 1,3x 10° 9,5x 10’ 5,0 x 10° 1,2 x 10°
107 0 0 0 0
Tabelle 8: MW + STABW der Keimzahlen von S. constellatus in KBE/ml nach 72
Stunden alleiniger Inkubation im Vergleich zur gemeinsamen Inkubation
mit P. aeruginosa
Verdinnung S. constellatus S. constellatus + P. aeruginosa
S. constellatus
OD 0,05 8,4 +6,6 x 10 1,3+1,0x 10°
10 6,1+0,8x 10’ 2,5+2,7x10°
10 9,3+ 10,6 x 10’ 2,1+1,3x10°
107 3,7+3,0x10’ 43+27x10°
10 7,1+6,6x10’ 3,7+2,8x10°
10° 34+27x10’ 5,5+ 3,7 x10°
10° 4,5+32x10’ 7,7+25x10°
107 1,3+2,5x 107 7,7+5,8x10°
107 0 0
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Werden P. aeruginosa und S. constellatus in gleicher Ausgangskonzentration
gemeinsam anaerob inkubiert, wachsen beide Erreger nach 72 Stunden noch immer in
annahernd gleichen Keimzahlen. Werden beide Bakterien in OD 0,05
zusammengegeben, wachst S. constellatus mit 1,3 + 1,0 x 10® KBE/ml ahnlich stark
wie P. aeruginosa mit 4,1 + 2,3 x 10° KBE/ml. Wird S. constellatus vor der
gemeinsamen Inkubation 10’-fach verdiinnt, sind beide Erreger nach 72 Stunden
gemeinsamer Inkubation trotzdem gleich stark in der Suspension konzentriert. Die
Keimzahlen sind mit 7,7 + 5,8 x 10® KBE/ml (S. constellatus) und 1,5 + 0,6 x 10°
KBE/ml (P. aeruginosa) vergleichbar (Tab. 9).

Tabelle 9: Vergleich der Keimzahlen von S. constellatus und P. aeruginosa in
KBE/ml nach 72 Stunden gemeinsamer Inkubation. Zeile 1 und 2: beide
Erreger in OD 0,05. Zeile 3 und 4: P. aeruginosa in OD 0,05 und
S. constellatus 10’-fach verdiinnt

Bakterien-

Suspension Stamm 1 Stamm 2 | Stamm 3 | Stamm4 | MW + STABW
S. constellatus

OD 0,05 45x10" |15x10® |26x10° |75x10" |1,3+£1,0x10°
P. aeruginosa

OD 0,05 31x10° |[75x10® |36x10° [22x10® |4,1+23x10°

S. constellatus

107 1,3x10° |95x10" |50x10® |12x10° |7,7+56x10°%
P. aeruginosa
OD 0,05 21x10% |75x10" [1,1x10® |1,9x10® |15+0,6x10°%

Die Laktat-Konzentration in der S. constellatus-Suspension betragt nach 2 Tagen
durchschnittlich 22,0 £ 0,3 mmol/l. Nach 5 Tagen lag die Laktat-Konzentration in der
Bakterien-Suspension bei 23,2 + 1,2 mmol/l, nach 10 Tagen bei 24,1 + 0,6 mmol/l.
Diese Werte liegen deutlich Gber dem Leerwert fir das TSB-Medium. Das gemessene

Laktat wurde demnach von S. constellatus produziert (Tab. 10).
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Tabelle 10:  Laktat-Konzentration in mmol/l einer S. constellatus-Suspension
Zeitpunkt | Stamm 1 Stamm 2 Stamm 3 Stamm 4
2 Tage 22,3 221 21,6 21,9
5 Tage 22,9 23,9 21,6 243
10 Tage 24,0 23,3 24.8 24,2

4.2 ERGEBNISSE VON S. SACCHAROLYTICUS

Die gemeinsame Inkubation von P. aeruginosa mit dem obligaten Anaerobier
S. saccharolyticus hat keinen Einfluss auf dessen Wachstum. P. aeruginosa wachst
unabhangig von der Anwesenheit des obligaten Anaerobiers gleich stark (Tab. 11, Tab.
12). Die MW der Keimzahlen der Suspensionen aller Verdinnungsstufen mit dem
obligaten Anaerobier sind mit 2,3 + 1,0 x 10° KBE/ml mit denjenigen vergleichbar, in
der P. aeruginosa allein inkubiert wurde. Diese betragt 2,9 £+ 1,5 x 10° KBE/ml. Dies

konnte 3-mal unabhangig voneinander demonstriert werden.

Tabelle 11: Keimzahlen von P. aeruginosa in KBE/ml nach 72 Stunden
gemeinsamer Inkubation mit S. saccharolyticus in ansteigender
Verdinnung

Verdunnung | P. aeruginosa + P. aeruginosa + P. aeruginosa +
S. saccharolyticus 1 S. saccharolyticus 2 | S. saccharolyticus 3

OD 0,05 2,3x10° 3,0 x 10° 2,1x10°

10 3,2x10° 3,1x10° 1,9 x 10°

107 1,9 x 10° 2,7 x10° 2,8x10°

10° 2,0x10° 3,6 x 10° 2,8x10°

10" 3,1x10° 4,4 x 10° 2,0x10°

10° 1,8 x 10° 2,3x10° 3,4 x10°

10°® 2,2x10° 2,6 x 10° 7,5x 108

107 3,1x10° 3,0 x 10° 2,0x 108

10°® 1,5 x 10° 2,9x10° 2,0x 108




ERGEBNISSE Seite 36

Wahrend S. constellatus also in der Lage ist, das Wachstum von P. aeruginosa nach
72 Stunden gemeinsamer Inkubation von 2,9 + 1,5 x 10° KBE/ml auf 3,0 + 5,3 x 10°
KBE/ml zu reduzieren, hat die Anwesenheit von S. saccharolyticus keinen Einfluss auf

dessen Wachstum.

Tabelle 12: Keimzahlen von P. aeruginosa in KBE/ml als MW + STABW der 3
Versuche nach 72 Stunden Inkubation mit S. saccharolyticus

Verdinnung P. aeruginosa + S. saccharolyticus
S. saccharolyticus in KBE/ml

OD 0,05 1,8 +1,4x10°
10" 2,7+0,7 x 10°
107 2,4+0,5x10°
10° 2,8+0,7 x 10°
10" 3,1+1,2x10°
10° 2,5+0,8 x 10°
10°® 1,9+1,0x10°
107 21+1,6x10°
10°® 1,5+1,3x10°

S. saccharolyticus ist in der Lage, in einer unverdinnten P. aeruginosa-Suspension bis
zu einer 10°fachen Verdiinnung anzuwachsen. Dies konnte bei 2 von 3 Versuchen
gezeigt werden. Ebenso wie S. constellatus wachst der obligate Anaerobier auch nach
starker Verdinnung noch in der Suspension an. Die Keimzahlen von P. aeruginosa in
einer Suspension in der auch S. saccharolyticus noch anwachst (OD 0,05 bis
Verdiinnungsstufe 10°) waren mit 2,5 + 0,9 x 10° KBE/ml mit denen vergleichbar, in
denen der obligate Anaerobier nicht mehr nachzuweisen ist (Verdiinnungsstufe 107
und 10°®). Diese lagen bei 1,8 + 1,4 x 10° KBE/ml.

Bei S. saccharolyticus kann hinsichtlich der Keimzahlveranderung kein Vorteil aus der
Anwesenheit des fakultativen Anaerobiers P. aeruginosa registriert werden. Es ist kein

signifikanter Wachstumsunterschied zu registrieren.
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Tabelle 13:  Keimzahlen von S. saccharolyticus in KBE/ml nach alleiniger Inkubation
Verdunnung | S. saccharolyticus 1 S. saccharolyticus 2 | S. saccharolyticus 3
OD 0,05 3,7x10° 6,5x 10* 2,8 x10°
10™ 4,4 x 10° 3,4 x 10° 4,5 x 10°
107 0 0 0
107 0 0 0
10 0 0 0
107 0 0 0
10° 0 0 0
107 0 0 0
107 0 0 0
Tabelle 14: Keimzahlen von S. saccharolyticus in KBE/ml nach gemeinsamer
Inkubation mit P. aeruginosa

Verdinnung | S. saccharolyticus 1 | S. saccharolyticus2 | S. saccharolyticus 3
+ P. aeruginosa + P. aeruginosa + P. aeruginosa

OD 0,05 8,0 x 10’ 1,0 x 10 7,0 x 10°

10™ 1,1 x 10’ 1,4 x 10’ 2,7 x 10’

107 8,0 x 10° 1,3x10° 4,2 x 10’

107 3,0 x 10° 2,4 x10° 3,8 x 10’

10 8,5x 10° 2,0x 10° 6,0 x 10’

107 6,5 x 10° 4,5x10° 1,2 x 107

107 4,3 x10° 0 1,1 x 10’

107 1,3 x 10° 0 0

107 0 0 0

In 3 unabhangig voneinander durchgefiihrten Versuchen, konnte jedoch gezeigt

werden, dass S. saccharolyticus nach 72 h alleiniger Inkubation bereits nach

10%facher Verdiinnung nicht mehr anwichst (Tab. 13). Die Keimzahlen von
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S. saccharolyticus OD 0,05 &ndern sich von 1,2 + 2,1 x 10® KBE/ml (allein) auf 3,2 +
4,1 x 10" KBE/ml (mit P. aeruginosa). Bei 10-facher Verdiinnung des obligaten
Anaerobiers &ndern sich die Werte von 1,5 + 2,5 x 10° KBE/ml auf 1,8 + 0,9 x 10’
KBE/ml. Die Anwesenheit des fakultativen Anaerobiers hat in Bezug auf die
Keimzahlen in diesen Verdiunnungsstufen eher einen negativen Effekt auf das

Wachstum des obligaten Anaerobiers.

Tabelle 15: Keimzahlen von S. saccharolyticus in KBE/ml in ansteigender
Verdinnung nach 72 Stunden alleiniger Inkubation im Vergleich zur
gemeinsamen Inkubation mit P. aeruginosa

Verdinnung S. saccharolyticus S. saccharolyticus +
S. saccharolyticus P. aeruginosa
OD 0,05 1,2+2,1x10° 3,2+4,1x10’
10" 1,5+2,5x10° 1,7 £0,9 x 10’
107 0 1,7 £2,2x 10’
10° 0 1,6 £2,1x 10’
10" 0 2,0+3,4x10’
10° 0 6,357 x 10°
10°® 0 3,8+6,2x10°
107 0 4,3+7,5x10*
10°® 0 0

Der obligate Anaerobier S. saccharolyticus wachst nach gemeinsamer Inkubation mit
dem fakultativen Anaerobier P. aeruginosa zwar in geringeren Keimzahlen, jedoch ist
er regelmaRig bis zu einer 10°fachen Verdiinnung nachweisbar (Tab. 14, Tab. 15).
Dies konnte in 3 von 3 Versuchen gezeigt werden. Diesen Aspekt betrachtend, kann

ein positiver Effekt aus der Anwesenheit des fakultativen Anaerobiers ermittelt werden.

Werden P. aeruginosa und S. saccharolyticus in gleicher Konzentration gemeinsam
anaerob inkubiert, wachst P. aeruginosa deutlich starker als der obligate Anaerobier.
Werden beide Bakterien in OD 0,05 zusammengegeben, wachst S. saccharolyticus mit
3,2 + 4,1 x 10" KBE/ml eindeutig schwacher als P. aeruginosa mit 1,8 + 1,4 x 10°
KBE/mI. Wird S. saccharolyticus vor der gemeinsamen Inkubation 10°-fach verdiinnt,

kann der Erreger die Keimzahlen von P. aeruginosa ebenso nicht erreichen. Die



ERGEBNISSE

Seite 39

Auszahlung der Keimzahlen ergab fiir S. saccharolyticus 6,3 + 5,8 x 10° KBE/ml und
2,5+ 0,8 x 10°KBE/ml fiir P. aeruginosa (Tab. 16).

Tabelle 16:

Vergleich der Keimzahlen von S. saccharolyticus und P. aeruginosa in
KBE/ml nach 72 Stunden gemeinsamer Inkubation. Zeile 1 und 2: beide
Erreger in OD 0,05. Zeile 3 und 4: S. saccharolyticus 10°-fach verdiinnt

und P. aeruginosa in OD 0,05

Bakterien-Suspension | 1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch MW £ STABW
S. saccharolyticus

OD 0,05 8,0 x 10’ 1,0 x 10 7,0 x 10° 32+4,1x10’
P. aeruginosa

OD 0,05 2,3x10° 3,0 x 10° 2,1x10° 1,8+ 1,4 x 10°
S. saccharolyticus

10° 6,5 x 10° 4,5x10° 1,2 x 10’ 6,3+5,8x10°
P. aeruginosa

OD 0,05 1,8 x 10° 2,3x10° 3,4x10° 2,5+0,8 x 10°

Die Messung der Laktat-Konzentrationen in einer S. saccharolyticus-Suspension nach

unterschiedlichen Zeiten ergab folgende Werte:

Nach 2 Tagen lag die Laktat-Konzentration der S. saccharolyticus-Suspension

durchschnittlich bei 0,6 £ 0,5 mmol/l. Dieser Wert liegt unterhalb des fiir das Medium

ermittelten Leerwertes. Es kann davon ausgegangen werden, dass S. saccharolyticus
kein Laktat produziert (Tab. 17).

Tabelle 17:

Laktat-Konzentration in mmol/l einer S. saccharolyticus-Suspension

Substrat

S. saccharolyticus 1

S. saccharolyticus 2

S. sachharolyticus 3

Laktat

<0,3

1,2

<0,3
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4.3 ERGEBNISSE VON VEILLONELLA SPP.

Veillonella spp. hat ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum von
P. aeruginosa. Der fakultative Anaerobier P. aeruginosa wachst unbeeinflusst von der
Anwesenheit des obligaten Anaerobiers (Tab. 18, Tab. 19). Die Keimzahlen mit
obligatem Anaerobier (1,9 + 1,4 x 10° KBE/ml) sind vergleichbar mit den Keimzahlen
nach alleiniger Inkubation (2,9 + 1,5 x 10° KBE/ml). Dies konnte in 3 unabhangig

voneinander durchgefihrten Versuchen gezeigt werden.

Tabelle 18: Keimzahlen von P. aeruginosa in KBE/ml nach 72 Stunden Inkubation
mit Veillonella spp. in ansteigender Verdinnung

Verdinnung P. aeruginosa + | P. aeruginosa + |P. aeruginosa +
Veillonella spp. 1 Veillonella spp. 2 Veillonella spp. 3
OD 0,05 1,2 x 10° 3,0 x 10° 2,5x 10°
10 1,1 x 108 3,4 x10° 1,3 x 10°
107 1,5 x 108 3,3x10° 2,3x10°
10° 1,4 x 10° 3,6 x 10° 3,5x 10°
10" 1,2 x 108 3,8 x 10° 2,0x10°
10° 1,4 x 10° 2,2 x10° 2,5x10°
10°® 1,0 x 108 3,8 x 10° 2,2 x10°
107 1,3 x 108 2,7 x10° 1,7 x 10°
10°® 4,4 x10° 3,1x10° 2,9x10°

Im Vergleich zu S. constellatus, der das Wachstum von P. aeruginosa nach 72
Stunden gemeinsamer Inkubation um eine Zehnerpotenz reduziert, hat Veillonella spp.

keinen Einfluss auf das Wachstum des fakultativen Anaerobiers.

Veillonella spp. ist in der Lage trotz einer 10’-fachen Verdiinnung, in einer
unverdinnten P. aeruginosa-Suspension anzuwachsen. Dies konnte in 2 von 3
unabhangig voneinander durchgeflihrten Versuchen gezeigt werden. In ebenso starker
Verdlinnung wie S. constellatus, ist Veillonella spp. in der Lage, in der Suspension mit
dem fakultativen Anaerobier anzuwachsen. Dabei sind die MW der Keimzahlen von
P. aeruginosa in den Verdinnungsstufen, in denen der obligate Anaerobier
nachweisbar ist (Verdiinnungsstufen OD 0,05 bis 107) mit 1,9 + 1,4 x 10° KBE/m| mit
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der vergleichbar, in der Veillonella spp. nicht mehr anwéchst (Verdiinnungsstufe 10%).
Diese betragt 2,2 + 1,5 x 10° KBE/ml.

Tabelle 19:  Keimzahlen von P. aeruginosa in KBE/ml als MW + STABW der 3

Versuche nach 72 Stunden Inkubation mit Veillonella spp.

Verdinnung P. aeruginosa + Veillonella spp.
Veillonella spp. In KBE/ml

OD 0,05 1,9+1,5x10°
10" 1,6 +£1,6 x 10°
107 1,9+1,6x10°
10° 2,4+20x10°
10" 2,0+1,8x10°
10° 1,6 £1,3x10°
10°® 2,0+1,9x10°
107 1,5+1,3x10°
10°® 22+15x10°

Veillonella spp. wachst unabhangig von der Anwesenheit von P. aeruginosa in
annahernd gleichen Keimzahlen (Tab. 20). In der Suspension mit OD 0,05 wachst
Veillonella spp. mit 3,2 + 1,6 x 10 KBE/ml (allein) und 1,7 + 1,8 x 10® KBE/ml (mit
P. aeruginosa) annahernd gleich. Es ist kein Wachstumsunterschied zu registrieren
(Tab. 22).

Bei alleiniger Inkubation ist der obligate Anaerobier, Veillonella spp., nach 10°facher
Verdinnung in 2 von 3 Versuchen nicht mehr nachweisbar (Tab. 20). Bei Inkubation
mit P. aeruginosa wachst Veillonella spp. in 2 von 3 Versuchen auch nach 10"-facher
Verdinnung noch an (Tab. 21, Abb. 7).
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Tabelle 20:  Keimzahlen von Veillonella spp. in KBE/ml nach alleiniger Inkubation
Verdinnung Veillonella spp. 1 Veillonella spp. 2 Veillonella spp. 3
OD 0,05 2,9x10° 4,9 x 10° 1,7 x 10°
10" 9,5x 10’ 6,5 x 10° 1,2 x 10°
10 0 5,5x 10° 0
10° 0 6,5 x 10° 0
10" 0 4,7 x 10° 0
10° 0 5,3 x 10° 0
10 0 3,6 x 10° 0
107 0 0 0
10°® 0 0 0
Tabelle 21: Keimzahlen von Veillonella spp. in KBE/ml nach gemeinsamer
Inkubation mit P. aeruginosa
Verdinnung Veillonella spp. 1 + | Veillonella spp. 2 + | Veillonella spp. 3 +
Veillonella spp. P. aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosa
OD 0,05 3,8 x 10° 6,1 x 10’ 6,0 x 10
10" 3,9 x 10° 5,0 x 10 1,1 x10°
10 7,0 x 10° 5,2 x 10’ 8,0 x 10’
10° 6,8 x 10° 2,6 x 10’ 5,5x 10’
10" 7.1 x 108 4,8 x 10’ 7,5 x 10’
10° 6,4 x 10° 1,1 x 108 6,5 x 10’
10 4,8 x 10° 8,0 x 10’ 8,5x 10’
107 5,9 x 10° 1,0 x 10° 0
10°® 0 0 0
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Tabelle 22: Keimzahlen von Veillonella spp. in KBE/ml als MW + STABW der 3
Versuche in ansteigender Verdiinnung nach 72 Stunden alleiniger
Inkubation im Vergleich zur gemeinsamen Inkubation mit P. aeruginosa

Verdinnung Veillonella spp. Veillonella spp. +

P. aeruginosa
OD 0,05 32+1,6x108 1,7+1,8x10°%
107" 29+31x10°8 1,8+ 1,8 x10°%
102 1,8+ 3,2x10% 28+37x10°8
1073 22+38x10°8 25+37x10°8
10 1,6+2,7x10% 28+37x10°8
10° 1,8+ 3,1x10° 2,7+32x10°8
10® 1,2+2,1x10% 22+23x10°8
107 0 2,3+32x10°8
108 0 0

Werden P. aeruginosa und Veillonella spp. in gleicher Konzentration gemeinsam
anaerob inkubiert, wachst P. aeruginosa starker als der obligate Anaerobier. Werden
beide Bakterien in OD 0,05 zusammengegeben, wachst Veillonella spp. mit 1,7 £ 1,8 x
10® KBE/ml schwicher als P. aeruginosa mit 1,9 + 1,5 x 10° KBE/ml. Wird jedoch
Veillonella spp. vor der gemeinsamen Inkubation 10°-fach verdiinnt, ergeben sich
folgende Keimzahlen: fiir Veillonella spp. 2,2 + 2,3 x 10 KBE/ml und fiir P. aeruginosa
2,0 + 1,9 x 10° KBE/ml (Tab. 23). Der Wachstumsunterschied ist im Vergleich nicht so

grofld wie bei S. saccharolyticus.
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Abbildung 7:  Veillonella spp. () 10’-fach verdiinnt nach 72 Stunden gemeinsamer
Inkubation mit P. aeruginosa OD 0,05; P. aeruginosa (=) wachst als
»small colony*.

Tabelle 23:  Vergleich der Keimzahlen von Veillonella spp. und P. aeruginosa in
KBE/ml nach 72 Stunden gemeinsamer Inkubation. Zeile 1 und 2: beide
Erreger in OD 0,05. Zeile 3 und 4: P. aeruginosa in OD 0,05 und
Veillonella spp. 10°fach verdiinnt

Bakterien-

Suspension 1. Versuch | 2. Versuch | 3. Versuch | MW = STABW
Veillonella spp.

OD 0,05 3,8 x 10° 6,1 x 10 6,0 x 10’ 1,7+ 1,8 x 10°

P. aeruginosa
oD 0,05 1,2 x 108 3,0x 10° 2,5x10° 1,9+1,5x10°

Veillonella spp.
10° 4,8 x10°8 8,0 x 107 8,5x 107 22+23x10°8

P. aeruginosa
OD 0,05 1,0 x 108 3,8x10° 2,2 x10° 2,0+1,9x10°
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Die Laktat-Konzentration der Veillonella spp.-Suspension nach 2 Tagen lag
durchschnittlich bei 0,3 + 0 mmol/l. Dieser Wert liegt unter dem fur das Medium
ermittelten Leerwert von 0,7 mmol/l. Es wird davon ausgegangen, dass Veillonella spp.
kein Laktat produziert (Tab. 24).

Tabelle 24: Laktat-Konzentration in mmol/l einer Veillonella spp.-Suspension

Substrat Veillonella spp. 1 Veillonella spp. 2 Veillonella spp. 3

Laktat <03 <03 <0,3

4.4 VERGLEICH DER ERGEBNISSE DER ANAEROBIER

Wahrend S. constellatus das Wachstum von P. aeruginosa reduziert, haben
S. saccharolyticus und Veillonella spp. keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum
des fakultativen Anaerobiers (Abb. 8).
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P. aeruginosa P. aeruginosa + P. aeruginosa + P. aeruginosa +
S. constellatus S. saccharolyticus Veillonella spp.

Abbildung 8: Keimzahlen von P. aeruginosa nach alleiniger Inkubation m (2,9 £ 1,5 X
10° KBE/ml), Inkubation mit S. constellatus m (2,2 + 1,2 x 10° KBE/ml),
S. saccharolyticus -~ (2,3 + 1,5 x 10° KBE/ml) und Veillonella spp. = (1,9
+ 1,4 x 10° KBE/ml). Wahrend die Anwesenheit von S. saccharolyticus
und Veillonella spp. keinen Einfluss auf das Wachstum von
P. aeruginosa hat, kommt es bei Inkubation mit S. constellatus zur
Reduktion des Wachstums um eine Zehnerpotenz.
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Die Wachstumsversuche nach vorheriger gemeinsamer Inkubation betrachtend, kann
ebenso zusammenfassend festgehalten werden, dass sowohl S. constellatus als auch
S. saccharolyticus und Veillonella spp., selbst nach Verdinnung um mehrere
Zehnerpotenzen, in der Lage sind, in einer unverdiinnten P. aeruginosa-Suspension zu

proliferieren.

AulRerdem konnte registriert werden, dass S. constellatus von der Anwesenheit von
P. aeruginosa profitiert. S. saccharolyticus profitiert insofern, als dass der Erreger
zumindest in starkerer Verdlinnung weiter anwachst, jedoch in geringeren Keimzahlen.
Auch Veillonella spp. kann mit dem fakultativen Anaerobier in hdéherer Verdiinnung
noch anwachsen, ein signifikanter Effekt auf die Keimzahlen des obligaten Anaerobiers

ist jedoch nicht zu verzeichnen.

Die Laktat-Produktion von S. constellatus ist deutlich hdher als die von Veillonella spp.
und S. saccharolyticus. Die Laktat-Konzentration in der S. constellatus-Suspension war

mehr als 20-fach héher als in den anderen Bakterien-Suspensionen (Abb. 9).

25 ~

20 +

15 +

10

Laktat-Konzentration in mmol/I

0

S. constellatus S. saccharolyticus Veillonella spp.

Abbildung 9: Laktat-Konzentration der Bakterien-Suspensionen nach 48 Stunden.
S. constellatus m mit 22,0 + 0,3 mmol/l, S. saccharolyticus = mit 0,6
0,5 mmol/l und Veillonella spp. = mit 0,3 + 0 mmol/I Laktat

4.5 EINFLUSS VON L-LAKTAT AUF DAS WACHSTUM VON P. AERUGINOSA

P. aeruginosa zeigte nach 24, 48 und 72 Stunden keinen relevanten
Wachstumsunterschied bei Inkubation der Bakterien-Suspension mit L-Laktat im
Vergleich zur alleinigen Bebritung (Tab. 25). Dieses Ergebnis konnte in 3 unabhangig

voneinander durchgefiuihrten Versuchen erfasst werden.
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Tabelle 25:  Keimzahlen von P. aeruginosa (PAO1) in KBE/ml nach Inkubation mit L-
Laktat und ohne Laktat als Kontrolle
Probenart Nach Nach Nach Nach
0 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden

1.PAO1+L |51x10’ 1,9 x 10° 6,0 x 10° 1,4 x 10°
1. Kontrolle | 4,7 x 10’ 2,6 x 10° 5,0 x 10° 1,0 x 10°
2.PAO1+L |3,4x10’ 2,2 x10° 5,0 x 10® 5,1 x10°
2. Kontrolle 3,1 x 10’ 2,5x 10° 6,0 x 10° 5,9 x 10°
3.PAO1+L |[8,5x10’ 3,2 x 10° 7,2 x10° 5,6 x 10
3. Kontrolle | 4,0 x 10’ 7,5x 10 5,7 x 10° 4,0 x 10°

Nach 72 Stunden Inkubation lag die Keimzahl der Kontroll-Suspensionen aller 3
Versuche bei 8,2 + 5,0 x 108 KBE/ml. Die Keimzahl der mit L-Laktat inkubierten
Suspensionen lag bei 6,6 + 3,0 x 108 KBE/ml (Tab. 26).

Tabelle 26:  Keimzahlen von P. aeruginosa (PAO1) in KBE/ml als MW + STABW
nach Inkubation mit L-Laktat im Vergleich zur Kontrolle ohne Laktat
Zeitpunkt PAO1 + Laktat Kontrolle
Nach 0 Stunden 57+26x10’ 3,9+0,8x 107
Nach 24 Stunden 2,4+0,7x10° 2,0+1,0x10°
Nach 48 Stunden 6,1+1,1x10° 5,6 +0,5x10°
Nach 72 Stunden 8,2+5,0x10° 6,6 + 3,0 x 10°

Es konnte kein Einfluss von L-Laktat auf das Wachstum von P. aeruginosa registriert
werden (Tab. 26, Abb. 10).
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10137

P. aeruginosa in KBE/ml

PAO1 + Laktat Kontrolle

Abbildung 10: Vergleich des Wachstums von P. aeruginosa mit und ohne L-Laktat zu
4 verschiedenen Zeitpunkten. Nach 0 Stunden m, nach 24 Stunden m,
nach 36 Stunden =, nach 48 Stunden =». Die Keimzahlen sind
vergleichbar, unabhangig von der Anwesenheit von L-Laktat.

4.6 ELASTOLYTISCHE AKTIVITAT DER ANAEROBEN BAKTERIEN

Bei den 25 untersuchten anaeroben Bakterien konnte keine elastolytische Aktivitat
registriert werden. Bei keinem der Erreger kam es zur Bildung einer Elastolysezone
(Abb. 11).

171102008

Abbildung 11: Fur diesen Versuch hergestellte elastinhaltige Agar-Platte. Das Elastin
ist als helle Struktur im Agar erkennbar. Der obligate Anaerobier zeigt
keine Elastolyse. AJ 18 — Veillonella spp.
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4.7 HAMOLYTISCHE AKTIVITAT DER ANAEROBEN BAKTERIEN

Von den 25 untersuchten obligat anaeroben Bakterien, konnte bei 15 Isolaten eine
Hamolyse registriert werden. Dies entspricht 60 % der Anaerobier.

E

Abbildung 12: a) keine Hamolyse bei AJ 18 — Veillonella spp. b) R-Hamolyse (=) in
allen 4 Quadranten bei AJ 23 — Veillonella spp.

Alle 4 untersuchten S. constellatus-Proben zeigten eine Hamolyse. Beide untersuchten
A. turicensis-Stamme und beide C. hastiforme-Stamme sind hamolytisch. Nach 48
Stunden prasentierte P. melaninogenica eine deutliche Hamolysezone. Des Weiteren
zeigten Mob. mulieris, L. acidophilus, Bifidobacterium sp. und A. israelii eine Hamolyse.
Zwei von 10 untersuchten Veillonella spp.-Proben zeigten eine Hamolyse (Abb. 12a,
Abb. 12b). Beide untersuchten S. saccharolyticus-Stamme zeigten keine hamolytische
Aktivitdt. Wahrend P. aeruginosa aerob eine deutliche Hamolyse zeigte, konnte dies

unter anaeroben Bedingungen nicht registriert werden.

Um die hamolytische Aktivitdt der obligaten Anaerobier beschreiben und vergleichen
zu konnen, wurden die Werte bzw. bei mehreren untersuchten Stammen die MW der

gréften gemessenen Hamolysezone in zusammengefasst (Tab. 27).
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Tabelle 27:  Grofle der Hamolysezonen der obligaten Anaerobier in mm, bei
mehreren untersuchten Stammen als MW + STABW

Anaerobier Hamolysezone in mm
P. melaninogenica 21

L. acidophilus 19

Mob. mulieris 19

A. turicensis 18,5+ 2,1
Bifidobacterium sp. 18

A. israelii 18

C. hastiforme 15,5+ 3,5

Veillonella spp. 1320

S. constellatus 12,5+ 3,0

Der die grofite Hamolysezone bildende obligate Anaerobier war P. melaninogenica
(Tab. 27). L. acidophilus, Mob. mulieris, A. turicensis, A. israelii und Bifidobacterium
spp. zeigten eine etwas kleinere Hamolysezone. C. hastiforme und Veillonella spp.
waren noch schwacher hamolytisch aktiv. Die kleinste Hamolysezone prasentierte hier

S. constellatus.

Die Ergebnisse bestatigen die in der Literatur bekannte Sonderrolle von S. constellatus
im CF-Krankheitsgeschehen. Sie unterstitzen die Hypothese, dass die Anaerobier in
der CF-Lunge aus der Mundhéhle stammen. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass
S. constellatus in vitro in der Lage ist, das Wachstum des CF-Haupterregers
P. aeruginosa zu hemmen. Es ist also durchaus berechtigt, S. constellatus in

Diagnostik und Therapie der CF starker zu berlcksichtigen.
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5 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von S. constellatus bei der
polymikrobiellen Lungeninfektion von CF-Patienten in vitro untersucht. Daflr wurden
die aus dem Sputum isolierten Bakterienstamme hinsichtlich ihres Verhaltens bei der
gemeinsamen Inkubation mit dem fakultativen Anaerobier P. aeruginosa, ihrer
Fahigkeit Laktat zu produzieren und ihres Elastolyse- und Hamolyseverhaltens mit

anderen aus der CF-Lunge isolierten obligaten Anaerobiern verglichen.

5.1 WECHSELWIRKUNGEN VON S. CONSTELLATUS UND P. AERUGINOSA

Die Untersuchungen konnten zeigen, dass S. constellatus in der Lage ist, das
Wachstum von P. aeruginosa nach 72 Stunden gemeinsamer Inkubation, um eine
Zehnerpotenz zu reduzieren. In der Lunge von CF-Patienten, insbesondere in den
Mukus-Plaques, herrschen nachweislich anaerobe Verhaltnisse (Worlitzsch et al.,
2002). Dies bietet eine hervorragende Nische flir die Anaerobier. Auch P. aeruginosa
siedelt sich in den Mukus-Plaques an. Die gemeinsame Inkubation der Bakterien
erfolgte daher unter anaeroben Bedingungen. Hierbei wurde die Keimzahl von
P. aeruginosa in vitro durch die Anwesenheit von S. constellatus von 2,9 + 1,5 x 10°
KBE/ml auf 3,0 + 5,3 x 108 KBE/ml im Vergleich zu einer allein inkubierten Kontrolle
verringert. Das Ausmal’ der Keimzahlverringerung ist insofern beachtlich, als dass eine
suffiziente Antibiotikatherapie die Keimzahl von P. aeruginosa um etwa zwei
Zehnerpotenzen senkt (Rogers et al., 2011) und den Patienten klinisch Besserung
verschafft. Die Keimzahlverringerung von P. aeruginosa war unabhangig von der

Ausgangsverdinnung von S. constellatus, in allen Proben nachweisbar.

Dies bedeutet einerseits, dass kleinste Mengen (5 x 10° KBE/ml) von S. constellatus
innerhalb von 72 Stunden in einer P. aeruginosa-Suspension proliferieren kénnen und
bei P. aeruginosa zusatzlich noch eine Wachstumshemmung herbeiflihren. Dabei ist
fur das Ausmal} der Keimzahlreduktion von P. aeruginosa nicht die Verdiinnungsstufe
von S. constellatus entscheidend. Die Keimzahlreduktion um eine Zehnerpotenz ist in
gleichem Malde in allen Verdiinnungsstufen von S. constellatus nachweisbar. Allein der
Fakt, dass S. constellatus in der Suspension anwesend ist, bewirkt die
Wachstumshemmung von P. aeruginosa. Somit kann vermutet werden, dass es sich
ursachlich eher nicht um eine Substratkonkurrenz handelt, bei der zwei Erreger im
Sinne eines Antagonismus um ein bestimmtes Substrat konkurrieren (Hahn et al.,
2005).
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Wahrscheinlicher ware, dass es sich bei der Interaktion um eine antagonistische
Metabolithemmung handelt. S. constellatus kénnte ein Produkt sezernieren, welches
die metabolischen Bedingungen flr P. aeruginosa verschlechtert bzw. einen toxischen
Effekt auf P. aeruginosa hat (Hahn et al., 2005). Bei der Konkurrenz um ein
bestimmtes Substrat wirde die Keimzahlverringerung eher mit der Dosis des hinzu
gegebenen mikroaerophilen Anaerobiers korrelieren. Je mehr Anaerobier in der
Suspension vorhanden sind, desto weniger Substrat bliebe fur P. aeruginosa ubrig und

desto groRRer miisste die Wachstumshemmung sein.

S. saccharolyticus und Veillonella spp. beeinflussten das Wachstum von P. aeruginosa
im Gegensatz zu S. constellatus nicht. Der fakultative Anaerobier wuchs in gleichen
Keimzahlen, unabhangig davon, ob die obligaten Anaerobier mit inkubiert wurden oder
nicht. Die bakterielle Interaktion kénnte hierbei als Koexistenz beschrieben werden. Die
gemeinsame Inkubation bringt fir die Erreger weder Vor- noch Nachteile (Hahn et al.,
2005). Es gibt bereits Untersuchungen, die ergeben haben, dass die Keimzahl von
P. aeruginosa in Sputumproben von CF-Patienten unabhangig von der Anwesenheit
der Anaerobier ist (Rintelen, 2009). Daflr wurden alle Proben der Studie, in denen
Anaerobier und P. aeruginosa nachgewiesen wurden, mit denen ohne Anaerobier
verglichen. Die Ergebnisse der Versuche mit S. saccharolyticus und Veillonella spp.
dieser Arbeit bestatigen die Aussage. Die Ergebnisse belegen allerdings auch, dass
dies nicht fur S. constellatus gilt. In den Untersuchungen von Rintelen (2009) wurde
nur in 8 von 92 untersuchten Proben S. constellatus nachgewiesen, was die Ursache
daflr sein konnte, dass der keimzahlreduzierende Effekt in dieser Studie nicht entdeckt

wurde.

Bei allen untersuchten Anaerobiern konnte ein gewisser positiver Effekt durch die
gemeinsame Inkubation mit P. aeruginosa registriert werden. Auch wenn nicht immer
die Keimzahlen im Vergleich zur Kontrolle dies signifikant widerspiegeln, so konnte
doch ein Wachstum der Erreger bei Ausgangsverdiinnungen beobachtet werden, in
denen ohne P. aeruginosa kein Wachstum mehr zu verzeichnen war. Die Anaerobier
haben in hoherer Verdinnung demnach einen Uberlebensvorteil durch die
Anwesenheit von P. aeruginosa. Dies koénnte unter anderem aus dem

Sauerstoffverbrauch durch P. aeruginosa resultieren.

Auch wenn die sauerstoffempfindlichen Bakterien mit der kurzest mdglichen
Sauerstoffexposition bearbeitet und anschlieRend unter einer Anaerobierbank gelagert

wurden, kénnen die kleinen Mengen Sauerstoff einen toxischen Einfluss haben. Wird
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dieser allerdings durch P. aeruginosa metabolisiert, erklart sich moglicherweise der
Wachstumsvorteil fir die obligaten Anaerobier. Nicht allein erklaren kann dieser Fakt
den Uberlebensvorteil von S. constellatus.

Dass S. constellatus als mikroaerophiler Erreger in Anwesenheit von Sauerstoff
Uberleben kann, beweisen die positiven aeroben Wachstumskontrollen der
Untersuchungen. Der Krankheitserreger profitierte nicht nur insofern, dass er in
héherer Verdinnung anwuchs. Es konnten auch héhere Keimzahlen bei Anwesenheit
von P. aeruginosa festgestellt werden. Eventuell existiert hier zusatzlich ein

Wachstumsvorteil fiir S. constellatus durch ein von P. aeruginosa sezerniertes Produkt.

Zusammenfassend unterstlitzen die Ergebnisse der Wachstumsversuche die
Sonderrolle von S. constellatus fiur die Pathogenese der CF-Lungeninfektion. Der
Erreger profitiert vom gemeinsamen Wachstum mit P. aeruginosa und hemmt den
fakultativen Anaerobier gleichzeitig in dessen Wachstum. Treffen beide Erreger in
gleicher OD unter anaeroben Verhaltnissen aufeinander, wachsen sie ahnlich stark.
Die Keimzahlen von S. constellatus sind dann mit 1,3 + 1,0 x 108 KBE/ml durchaus mit
dem Wachstum von P. aeruginosa mit 4,1 + 2,3 x 10® KBE/ml vergleichbar. Jedoch

spiegelt dies wahrscheinlich nicht die Verhaltnisse der CF-Lunge wider.

Auf eine existente chronische P. aeruginosa-Infektion (Rogers et al., 2004) mit hohen
Keimzahlen, treffen in vivo wenige, wahrscheinlich aus der Mundhéhle stammende
Anaerobier (Worlitzsch et al., 2009), die dann gegen P. aeruginosa anwachsen
mussten. Auch bei Zugabe des zehnmillionenfach verdinnten S. constellatus
resultieren aus der gemeinsamen 72-stundigen Inkubation ahnliche Keimzahlen beider
Erreger (S. constellatus: 7,7 + 5,8 x 10® KBE/ml; P. aeruginosa: 1,5 + 0,6 x 10°
KBE/ml).

Die Untersuchungen zeigen demnach, dass S. constellatus in vitro das Potenzial
besitzt, gegen P. aeruginosa anzuwachsen und so durchaus die Pathogenese der CF-
Lungeninfektion beeinflussen kann. Dieses Ergebnis kann die Theorie der aus der
Mundhoéhle stammenden und in die CF-Lunge gelangten anaeroben Bakterien
unterstitzen, denn die Untersuchungen zeigen, dass wenige Bakterien ausreichen, um
eine Koinfektion in der CF-Lunge zu erreichen. Damit ist bewiesen, dass die Bakterien
zumindest in vitro dazu in der Lage sind. Ob es sich tatsachlich um dieselben Bakterien
in Mundhdohle und Lunge handelt, konnten molekularbiologische

Untersuchungsverfahren zeigen.
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5.2 LAKTATPRODUKTION VON S. CONSTELLATUS

Es ist bekannt, dass in jeder CF-Sputumprobe durchschnittlich 3,0 + 3,1 mmol/I Laktat
nachweisbar ist (Bensel et al.,, 2011). Es wird derzeit untersucht, ob Laktat als
Entziindungsmarker in der paraklinischen Diagnostik der CF eingesetzt werden kann
(Bensel et al.,, 2011). Als Produzenten des Laktats wurden im Rahmen dieser
Untersuchungen die PMNs ausgemacht. P. aeruginosa als fihrender CF-Erreger, der
bei der Mehrheit aller CF-Patienten nachweisbar ist (Rogers et al., 2004), konnte mit
einer durchschnittlichen Laktatproduktion von < 0,2 mmol/l unter anaeroben
Bedingungen als Hauptproduzent ausgeschlossen werden (Bensel et al., 2011). Der
Erreger B. cepacia produzierte < 0,2 mmol/l Laktat und S. aureus produzierte
2,8 + 0,1 mmol/l (Bensel et al., 2011). Vor diesem Hintergrund wurde in der
vorliegenden Arbeit auch die Laktatproduktion von S. constellatus untersucht. Dabei
stellte sich heraus, dass S. constellatus die zwanzigfache Menge an Laktat produziert
im Vergleich zu den weiteren untersuchten obligaten Anaerobiern. Nach 48 Stunden
lag die Menge an Laktat in der S. saccharolyticus-Suspension bei 0,6 £ 0,5 mmol/l, die
der Veillonella spp.-Suspension bei 0,3 £ 0 mmol/l und die Menge an Laktat in der
S. constellatus-Suspension lag bei 22,0 + 0,3 mmol/l. Damit produziert S. constellatus
etwa siebenmal so viel Laktat wie der CF-Haupterreger S. aureus (Rogers et al., 2004,
Bensel et al., 2011). Es ist also naheliegend, dass auch S. constellatus einen Anteil zu

den im Sputum von CF-Patienten gemessenen Laktat-Werten beitragt.

Eine Infektion mit S. constellatus vorausgesetzt, ist es also mdglich, dass Laktat als
non-invasiver Entziindungsmarker in der Paraklinik der CF nicht nur die Aktivitat der
PMNs, sondern auch die von S. constellatus widerspiegelt. Ein reduzierter Laktat-Wert
im Sputum nach erfolgreicher antibiotischer Therapie kénnte demnach sowohl durch
die Modulation des Entziindungsgeschehens als auch durch Reduktion der
Keimzahlen von S. constellatus bedingt sein. Genauere Aussagen dazu kénnten
Untersuchungen zur Korrelation des Laktat-Werts vor und nach Therapie und der

Keimzahl von S. constellatus bringen.

S. constellatus produziert laut diesen Ergebnissen vergleichsweise viel Laktat und ist
aullerdem in der Lage, das Wachstum von P. aeruginosa um eine Zehnerpotenz zu
reduzieren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass dies auf
eine Metabolithemmung zurickzufihren ist. Deshalb wurde untersucht, ob Laktat der
Metabolit ist, der P. aeruginosa im Wachstum hemmt. Jedoch blieben die Keimzahlen

von P. aeruginosa unabhangig von der Anwesenheit von Laktat in den Proben,
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annahernd gleich. Es muss also ein anderes, bisher nicht bekanntes Produkt geben,

welches den toxischen Effekt auf P. aeruginosa hervorruft.

Wahrend aber eine hohe Laktat-Konzentration im Sputum bei allen untersuchten CF-
Patienten registriert wurde (Bensel et al., 2011), konnten Erreger der SMG nur in 8 von
92 in Halle/Saale untersuchten Sputumproben gefunden werden (Worlitzsch et al.,
2009), was einem Anteil von etwa 9 % entspricht. Sibley et al. dagegen konnten SMG
in 39 % der Félle als zahlenmallig dominanten Erreger einer akuten Exazerbation
ausmachen (Sibley et al., 2008). Dies konnte der unterschiedlichen Methodik beider
Studien geschuldet sein. Wahrend Sibley et al. die Bakterien mithilfe von Terminalem-
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus  (T-RFLP) aufsplrten, verwendeten
Worlitzsch et al. Kulturmedien. Auf den Kulturmedien angewachsene anaerobe
Bakterien aus dem Sputum von CF-Patienten wurden einer aeroben Kontrolle
unterzogen. Mikroaerophile Streptokokken wurden wegen ihrer positiven aeroben
Wachstumskontrollen als Kontamination aus der Mundhohle und den oberen
Atemwegen angesehen und aus der Studie ausgeschlossen. Insgesamt wurden bei 42
von 92 untersuchten Sputumproben mikroaerophile Kokken nachgewiesen (Rintelen,
2009). SMG ist so wahrscheinlich der Erfassung entgangen, was die wenigen
registrierten S. constellatus-Infektionen in der CF-Ambulanz in Halle/Saale erklaren

konnte.

Allerdings existieren auch regionale Unterschiede im Keimspektrum der
polymikrobiellen CF-Lungeninfektion. Wahrend im Universitatsklinikum Halle (Saale)
am haufigsten Staphylokokken und Peptostreptokokken im CF-Sputum gefunden
wurden, war Prevotella der haufigste anaerobe Erreger in Studien aus GroRbritannien,
Colorado oder Nordirland (Rogers et al., 2004; Harris et al., 2007; Tunney et al., 2008).
Es scheint in jedem Falle ratsam, Sputumproben von CF-Patienten auch speziell auf
die Existenz von SMG hin zu untersuchen. Moéglich ware dies mittels McKay-Agar oder
molekularbiologischen Methoden wie T-RFLP (Sibley et al., 2008; Sibley et al., 2010a).

5.3 ELASTOLYTISCHE AKTIVITAT VON S. CONSTELLATUS

Die messbar erhohte elastolytische Aktivitdt bei CF-Patienten und der damit
verbundene fibrotische Umbau des Lungengewebes (Stone et al., 1995; Viglio et al.,
2000, Ulrich et al., 2010b) kédnnen nach den hier vorliegenden Ergebnissen nicht mit
S. constellatus oder anderen Anaerobiern in Verbindung gebracht werden. Ursachlich

fir den Abbau von Elastin in der CF-Lunge sind die PMN-Elastase und ebenso die
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P. aeruginosa-Elastase (Goldstein und Doéring, 1986; Viglio et al., 1999). Die von
Shibata et al. entdeckte elastolytische Serinprotease von P. intermedia (Shibata et al.,
1993) bewies, dass auch Anaerobier in der Lage sind, Elastin abzubauen. Fraglich war
nun, ob die in der CF-Lunge gefunden Erreger dazu fahig sind. Die hier untersuchten
Anaerobier aus der Lunge von CF-Patienten, darunter auch P. melaninogenica,
erwiesen sich jedoch als nicht elastolytisch. Die Hypothese, dass die anaeroben
Krankheitserreger so zum pathogenetischen Geschehen in der CF-Lunge beitragen,

kann mit diesen Ergebnissen nicht bestatigt werden.

5.4 HAMOLYTISCHE AKTIVITAT VON S. CONSTELLATUS

Untersuchungen haben gezeigt, dass lediglich der R-hamolytische Biotyp von
S. constellatus, welcher 74,4 % der bei CF-Patienten nachgewiesenen S. constellatus-
Isolate ausmacht, mit bronchopulmonalen Exazerbationen assoziiert ist (Grinwis et al.,
2010a). Fur alle Streptokokken ist bekannt, dass a-Hamolyse betreibende
Streptokokken haufig zur physiologischen Schleimhautflora gehéren, wahrend es sich
bei B-hamolysierenden Streptokokken meist um obligat pathogene Erreger handelt
(Hahn et al., 2009). Alle 4 S. constellatus-Stamme, mit denen fir diese
Untersuchungen gearbeitet wurde, zeigten eine a-Hamolyse. Insgesamt prasentierten
60 % der aus der CF-Lunge stammenden, hier untersuchten Anaerobier, eine
Hamolyse. Lediglich ein Veillonella-Stamm und ein A. turicensis-Stamm prasentierten
eine B-Hamolyse. Bei allen anderen hamolysierenden Erregern handelte es sich um
eine a-Hamolyse. Dieses Ergebnis ist insofern nicht Gberraschend, da die in der CF-
Lunge vorkommenden Anaerobier wahrscheinlich urspringlich aus dem Mundraum
stammen (Worlitzsch et al., 2009) und dort zur physiologischen, nicht pathogenen
Standortflora gehdren (Whiley et al., 1990; Westblom et al., 1990; Yanagisawa et al.,
2006). Es konnten jedoch innerhalb der SMG-Population von CF-Patienten komplexe
Inter- und Intraspeziesveranderungen beobachtet werden (Sibley et al., 2010b), so

dass mdglicherweise auch das Hamolyseverhalten Veranderungen unterliegen kann.

5.5 DISKUSSION ZUR KLINISCHEN RELEVANZ VON S. CONSTELLATUS

Die Anwesenheit der Anaerobier in der CF-Lunge soll laut Literatur keine Auswirkung
auf die Lungenfunktionsparameter FEV; und FVC (Forcierte Einsekundenkapazitat und
forcierte Vitalkapazitat) haben. Dies konnten Worlitzsch et al. (2009) zeigen. Um diese
Aussage treffen zu kénnen, verglichen die Autoren die Lungenfunktionsparameter von
CF-Patienten mit und ohne im Sputum nachweisbaren Anaerobiern. Worlitzsch et al.

hatten jedoch vergleichsweise wenig Bakterien der SMG nachgewiesen. Es konnte
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lohnenswert sein, die Korrelation zwischen den Lungenfunktionsparametern und dem

Infektionsstatus mit S. constellatus gesondert zu betrachten.

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen auf, dass eine differenzierte Betrachtung der
Anaerobier durchaus sinnvoll ist. Im Vergleich mit S. constellatus erscheinen
Veillonella spp. und S. saccharolyticus, insbesondere die gemeinsamen
Wachstumsversuche mit P. aeruginosa betrachtend, als weniger pathogen. Es fallt auf,
dass S. constellatus unter anaeroben Bedingungen in vitro stets in der Lage ist, ahnlich
stark wie P. aeruginosa zu wachsen. Dies ist insofern beachtlich, als dass
P. aeruginosa als aulierordentlich vielseitig gilt und in der Lage ist, seine genetischen
und biochemischen Fahigkeiten an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen
(Stover et al., 2000).

Als dominanter Erreger bei mehr als 61 % aller CF-Patienten, ist P. aeruginosa
Hauptziel einer antibiotischen Therapie. Auf die weiteren in der CF-Lunge
vorkommenden Bakterien ist die Therapie, trotz des Wissens um deren
Vorhandensein, meist nicht ausgerichtet (Rogers et al., 2011). Um die Frage zu
beantworten, ob die Anaerobier in der CF-Lunge generell zu therapieren sind, reichen
die Ergebnisse dieser Untersuchungen nicht aus. Aber sie sind hinweisend, dass
S. constellatus ein pathogenes Potenzial besitzt, welches in klinisch kritischem Zustand
eines CF-Patienten durchaus beachtenswert ist. Eine Untersuchung des Sputums auf
Vorhandensein des Erregers ist dann in jedem Falle sinnvoll. Ist ein Anstieg der
Keimzahlen oder eine generell hohe Keimzahl zu verzeichnen, kann eine unter
anderem auf diesen Erreger gezielte antibiotische Therapie klinische Besserung
bringen. Jedoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit auch, dass S. constellatus das
Wachstum von P. aeruginosa reduziert. Eine antibiotische Therapie gegen
S. constellatus muss also auch gegen P. aeruginosa gerichtet sein, um diesem Erreger

keinen iatrogenen Wachstumsvorteil zu verschaffen.

Ebenfalls flir eine therapeutische Berlicksichtigung von S. constellatus sprechen die
Ergebnisse von Shinzato und Saito. Sie entdeckten einen Synergismus von
S. constellatus und P. intermedia, der die bakteriziden Mechanismen des Wirts, durch
messbare Unterdriickung der Aktivitat der PMNs, stort. Eine Koinfektion mit beiden
Erregern erhdhte die Mortalitat einer Pneumonie bei Mausen signifikant von 10 % auf
60 % (Shinzato und Saito, 1994). Fur P. intermedia existieren inzwischen Daten, die
vermuten lassen, dass der Erreger in der Lage ist, Lungenschaden bei CF-Patienten

zu verursachen (Doring et al., 2012). Es konnte in vitro demonstriert werden, dass
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P. intermedia Zytokine produziert und somit das CF-Inflammationsgeschehen anregt
(Ulrich et al., 2010a).

Daher empfehlen Déring et al. in vivo eine therapeutische Bericksichtigung von
P. infermedia. Die Versuche dieser Arbeit untersuchten lediglich die Interaktionen eines
Anaerobiers mit P. aeruginosa. Es kdnnte weitere Einsicht in das pathogenetische
Geschehen der polymikrobiell besiedelten CF-Lunge bringen, auch die Interaktionen

von S. constellatus und anderen Anaerobiern zu untersuchen.

Sibley et al. sprechen sich bereits seit langerem dafir aus, S. constellatus als Erreger
mit bedeutender Rolle im Entziindungsgeschehen bei CF anzusehen. Sie
beobachteten, dass dessen Keimzahl im Gegensatz zu P. aeruginosa mit dem
klinischen Zustand der CF-Patienten Kkorreliert. Wahrend einer Exazerbation
registrierten sie eine tausendfach héhere Keimzahl von S. constellatus im Sputum als
nach der Therapie (Sibley et al., 2008). Es ist also mdglich, dass der positive Effekt
einer Antibiotikatherapie bei Exazerbation neben der Modulation des
Inflammationsgeschehens auch durch die Keimzahlverringerung von S. constellatus
bedingt wird. Dies wirde dafur sprechen, S. constellatus in der CF-Lunge als pathogen
einzuordnen. Es ist bisweilen schwierig, den Erfolg einer antibiotischen Therapie der
CF-Lungeninfektion zu erklaren. Die Effekte der Therapie werden in der Klinik eher am
Allgemeinzustand und den Lungenfunktionsparametern der Patienten festgemacht. Ob
die Antibiotika direkt die chronische bakterielle Lungeninfektion therapieren oder
hauptsachlich indirekt das Inflammationsgeschehen lindern, ist nicht ausreichend
geklart (Rogers et al., 2011).

Sollte nun der Verdacht bestehen, dass bei einem CF-Patienten eine S. constellatus-
getriggerte bronchopulmonale Exazerbation vorliegt, so muss flir die antibiotische
Therapie auch die aktuelle Resistenzlage berilicksichtigt werden. Untersuchungen in
Halle (Saale) haben gezeigt, dass 70 % aller nachgewiesenen S. constellatus-Stamme
resistent gegen Metronidazol und 40 % resistent gegen Azithromycin waren (Kunzel et
al.,, 2012). Grinwis et al. wiesen eine hohe Sensibilitdt von S. constellatus auf
Ceftriaxon und Cefepim nach. Auch hier zeigten sich die Erreger in mehr als der Halfte
der Falle resistent gegen Azithromycin, Erythromycin und zusatzlich Clindamycin
(Grinwis et al., 2010b). Empfehlungen zur antibiotischen Behandlung von klinisch
relevanten S. constellatus-Infektionen kénnen anhand dieser Studien flir Meropenem,
Ceftazidin, Piperacillin/Tazobactam sowie Ceftriaxon und Cefepim gegeben werden
(Grinwis et al., 2010b; Kinzel et al., 2012). Da das Aktivitdtsspekirum von
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Piperacillin/Tazobactam auch P. aeruginosa beinhaltet, kann dieses also unter
Beriicksichtigung der individuellen Resistenzlage bei einer infektgetriggerten

Exazerbation empfohlen werden.

Weitere Untersuchungen zu S. constellatus in der CF-Lunge scheinen sinnvoll. Zum
Beispiel unter folgender Fragestellung: Inwieweit beeinflusst eine Koinfektion mit
mehreren Bakterien die Pathogenitdt einzelner Krankheitserreger? Ein besseres
Verstandnis der komplexen mikrobiellen Umgebung, kann zu neuen Ansatzen in der
Therapie der CF-Lungeninfektion fihren (Zemanick et al., 2011). Dies ist insofern von
Bedeutung, als eine suffiziente Antibiotikatherapie die Prognose der CF-Patienten

entscheidend beeinflusst (Rogers et al., 2011).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die pathophysiologischen Veranderungen der Lunge stehen im Vordergrund des CF-
Krankheitsgeschehens. Seit kurzem ist bekannt, dass neben den CF-Haupterregern
wie P. aeruginosa und S. aureus auch Anaerobier in hohen Keimzahlen in der CF-
Lunge vorkommen. S. constellatus wird eine Sonderrolle zugesprochen, da er in der
Lage ist bronchopulmonale Exazerbationen zu verursachen. S. constellatus war in
einer Vielzahl von Exazerbationen als dominanter Erreger nachgewiesen worden. Die

Pathomechanismen des Erregers in der CF-Lunge sind bisher nicht bekannt.

Im Sputum von CF-Patienten ist Laktat nachweisbar. Es wird derzeit diskutiert, ob
Laktat als non-invasiver Entziindungsmarker bei CF eingesetzt werden kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Laktatproduktion von S. constellatus gemessen. Als
Hauptproduzenten des Laktats im CF-Sputum gelten bisher die PMNs. Des Weiteren
wurde der Effekt von Laktat auf das Wachstum von P. aeruginosa untersucht.
Hamolyse und Elastolyse sind Pathomechanismen, die im Rahmen der CF-
Lungeninfektion eine wichtige Rolle spielen. Bisher ist unklar, ob S. constellatus oder
weitere Anaerobier mithilfe dieser Mechanismen in das CF-

Lungeninfektionsgeschehen eingreifen.

Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung von Erkenntnissen zur Pathogenitat von
S. constellatus bei der CF-Lungeninfektion. Dazu wurden 4 aus der CF-Lunge isolierte
S.  constellatus-Stamme und P.  aeruginosa in  vitro  gemeinsamen
Wachstumsversuchen unterzogen, die Laktatproduktion von S. constellatus wurde
ermittelt, und das Hamolyse- und Elastolyseverhalten des Erregers wurde getestet. Die
Ergebnisse von S. constellatus wurden im Anschluss mit weiteren Anaerobiern

verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass S. constellatus in der Lage ist, das Wachstum von
P. aeruginosa um eine Zehnerpotenz, von 2,9 + 1,5 x 10° KBE/ml auf 3,0 + 5,3 x 10®
KBE/ml (p < 0,05), zu reduzieren. Fir die weiteren untersuchten Anaerobier, Veillonella
spp. und S. saccharolyticus, konnte kein vergleichbarer signifikanter Effekt auf das
Wachstum von P. aeruginosa nachgewiesen werden. S. constellatus wachst
zusammen mit P. aeruginosa in héheren Keimzahlen als allein. Wird der Erreger vor
der gemeinsamen Inkubation tausendfach starker verdinnt als P.aeruginosa, wachst

er mit 4,3 + 2,7 x 10 KBE/ml nach gemeinsamer Inkubation eine Zehnerpotenz besser
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als mit 3,7 + 3,0 x 10’ KBE/ml nach alleiniger Inkubation. Auch die weiteren
untersuchten Anaerobier profitieren von der Anwesenheit von P. aeruginosa, jedoch
nicht in vergleichbarem Ausmafl. Nach 72 Stunden gemeinsamer Inkubation einer
Bakterien-Suspension mit P.aeruginosa in OD 0,05 und S. -constellatus
zehnmillionenfach starker verdiinnt als Ausgangskonzentrationen, wachsen beide
Erreger dhnlich stark. Die Keimzahlen sind mit 1,5 + 0,6 x 10® KBE/ml (P. aeruginosa)
und 7,7 + 5,6 x 10® KBE/ml (S. constellatus) vergleichbar. S. saccharolyticus und
Veillonella spp. wachsen bei einem solchen Versuch dagegen in deutlich geringeren

Keimzahlen.

Die Laktat-Messungen haben ergeben, dass S. constellatus die 20-fache Menge
produziert im Vergleich zu S. saccharolyticus und Veillonella spp. Die Laktat-
Konzentration nach 2 Tagen lag durchschnittlich bei 22,0 + 0,3 mmol/l (S. constellatus),
0,6 £ 0,5 mmol/l (S. saccharolyticus) und 0,3 £ 0 mmol/l (Veillonella spp.). Weitere
Untersuchungen haben ergeben, dass Laktat das Wachstum von P. aeruginosa nicht
hemmt. P. aeruginosa wachst unabhangig von der Anwesenheit des Laktats in
gleichen Keimzahlen: 6,6 + 3,0 x 10® KBE/ml (mit Laktat) und 8,2 + 5,0 x 10 KBE/ml
(ohne Laktat).

Alle 4 untersuchten S. constellatus-Stamme prasentierten eine a-Hamolyse. Von
insgesamt 25 aus der CF-Lunge stammenden anaeroben Bakterien, konnte bei 15 eine
Hamolyse registriert werden (60%). Ein Veillonella- und ein untersuchter A. turicensis-
Stamm waren B-hamolytisch. Die Versuche zur elastolytsichen Aktivitat der Anaerobier
haben ergeben, dass keiner der untersuchten Stdamme elastolytisch ist. Die
Funktionalitat der fur diesen Versuch selbst hergestellten Platten war zuvor mithilfe von

P. aeruginosa unter aeroben Bedingungen bewiesen worden.

S. constellatus ist demnach in der Lage, das Wachstum des CF-Haupterregers
P. aeruginosa signifikant zu hemmen. Dabei beruht die Keimzahlreduktion
wahrscheinlich auf einer Metabolithemmung. Dafir spricht, dass die reduzierte
Keimzahl unabhangig von der Verdinnung von S. constellatus in jeder Probe
nachweisbar war. Der positive Effekt der gemeinsamen Inkubation mit P. aeruginosa
auf das Wachstum der Anaerobier erscheint durch die Metabolisierung des Sauerstoffs
plausibel. Nicht allein erklaren kann dies den Wachstumsvorteil des mikroaerophilen
S. constellatus, fir den eine Sauerstoffexposition nicht toxisch ist. Ein von
P. aeruginosa produziertes Substrat konnte einen weiteren Wachstumsvorteil

bedingen.



ZUSAMMENFASSUNG Seite 62

Kleinste Mengen der Anaerobier (bis zu 5 x 10° KBE/ml) kénnen in einer
P. aeruginosa-Suspension proliferieren. S. constellatus kann zehnmillionenfach
verdunnt in einer P. aeruginosa-Suspension zu hohen Keimzahlen anwachsen. Somit
unterstutzen diese Ergebnisse, die Theorie der aus der Mundhdhle in die CF-Lunge
eingewanderten Erreger. Sie zeigen, dass S. constellatus und andere Anaerobier in

vitro dazu in der Lage sind.

Bei den vier untersuchten S. constellatus-Stdammen, war keine B-Hamolyse
nachweisbar. Ebenso waren weder S. constellatus noch weitere untersuchte
Anaerobier elastolytisch. Hauptverantwortlich fir die Strukturveranderungen in der CF-
Lunge sind demnach weiterhin die PMN und P. aeruginosa mit der jeweiligen Elastase.
Betahamolyse und Elastinabbau in der CF-Lunge konnten bei den hier untersuchten
S. constellatus-Stammen als mogliche Pathomechanismen ausgeschlossen werden.
Es fiel jedoch auf, dass der Erreger in vitro auf’erordentlich groRe Mengen an Laktat
produziert und damit sein Wachstumsmilieu beeinflusst. Ein Effekt des Laktats auf das
Wachstum von P. aeruginosa konnte in vitro nicht nachgewiesen werden. Die klinische
Relevanz der hohen Laktatproduktion bleibt demnach unklar. Bisher waren als
Hauptquelle der im Sputum gemessenen erhohten Laktat-Konzentration bei CF-
Patienten die PMNs bekannt. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass auch
S. constellatus einen Anteil dazu beitragt. Aktuell wird untersucht, ob Laktat als non-
invasiver Entzindungsmarker bei CF eingesetzt werden kann. Eine erhdhte Laktat-
Konzentration im Sputum wirde dann, eine Infektion mit S. constellatus vorausgesetzt,

nicht nur die Aktivitat der PMNs, sondern auch die von S. constellatus widerspiegeln.

S. constellatus nimmt nach Auswertung der Ergebnisse dieser Arbeit im Vergleich zu
den anderen untersuchten anaeroben Bakterien eindeutig eine Sonderrolle ein. Neben
der aus der Literatur bekannten Potenz, eine bronchopulmonale Exazerbation
auszulésen, muss mit den hier vorliegenden Ergebnissen nun auch bericksichtigt
werden, dass S. constellatus das Wachstum von P. aeruginosa einschrankt. Die
Keimzahlverringerung um eine Zehnerpotenz ist insofern beachtlich, als dass eine
suffiziente Antibiotikatherapie die Keimzahl von P. aeruginosa um etwa zwei
Zehnerpotenzen senkt (Rogers et al., 2011). Es ist besonders in klinisch kritischen
Situationen diskussionswirdig, eine antibiotische Therapie auch gegen diesen Erreger
zu richten. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass in diesem Falle
ebenso P. aeruginosa Ziel der Antibiose sein muss, da sich sonst ein mdglicher
iatrogener Wachstumsvorteil fur den CF-Haupterreger und damit eine

Verschlechterung des klinischen Zustandes des Patienten ergeben konnte.
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8 THESEN
1. Die Cystische Fibrose ist die haufigste schwerwiegende autosomal rezessiv

vererbte Stoffwechselerkrankung der westlichen Industrienationen. Die aus
Infektion und Inflammation resultierende progressive Einschrankung der

Lungenfunktion ist die haufigste Todesursache bei CF-Patienten.

Die CF-Haupterreger sind P. aeruginosa, S. aureus, H. influenzae, B. cepacia
complex und S. maltophilia. Seit kurzem ist bekannt, dass in der CF-Lunge
anaerobe Bakterien in hohen Keimzahlen vorkommen. Unklar ist, inwiefern die

Anaerobier das pathogenetische Geschehen in der CF-Lunge beeinflussen.

S. constellatus ist ein Erreger, welcher in aktuellen Veréffentlichungen in
Zusammenhang mit bronchopulmonalen Exazerbationen gesehen wird,
aufgrund seiner Mikroaerophilie mit Ublichen Kulturnachweisverfahren aber

haufig unentdeckt bleibt.

In der vorliegenden Arbeit wurde S. constellatus als Bestandteil der
polymikrobiellen Lungeninfektion genauer betrachtet. Dazu wurden in vitro die
Wechselwirkungen mit P. aeruginosa, dessen Laktatproduktion sowie

hamolytisches und elastolytisches Verhalten getestet.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass S. constellatus in der Lage ist, die
Keimzahl von P. aeruginosa um eine Zehnerpotenz von 2,9 + 1,5 x 10° KBE/ml
auf 3,0 + 5,3 x 10 KBE/ml zu reduzieren, p < 0,05. Der Anaerobier profitiert von

der Anwesenheit von P. aeruginosa und wachst selbst in héheren Keimzahlen.

Die gemeinsamen Wachstumsversuche zeigten, dass kleinste Mengen eines
Anaerobiers (< 5 x 10° KBE/ml) in einer hoch konzentrierten P. aeruginosa-
Suspension proliferieren kénnen. S. constellatus wachst selbst nach
zehnmillionenfacher Verdinnung innerhalb von 72 Stunden auf vergleichbar
hohe Keimzahlen wie P. aeruginosa an. Die Ergebnisse stlitzen die Theorie der
aus der Mundhéhle in die CF-Lunge eingewanderten Anaerobier, da sie

beweisen, dass die Erreger zumindest in vitro dazu in der Lage sind.
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7. Betahamolyse und Elastinabbau konnten bei den hier untersuchten
S. constellatus-Stammen und weiteren untersuchten Anaerobiern als mogliche

Pathomechanismen ausgeschlossen werden.

8. Es fiel auf, dass der Erreger in vitro mit 22,0 £ 0,3 mmol/l nach 2 Tagen
aulerordentlich groRe Mengen an Laktat produziert und damit sein
Wachstumsmilieu beeinflusst. Erhdhte Laktat-Werte im CF-Sputum wahrend
einer bronchopulmonalen Exazerbation kénnen einen Hinweis auf eine bisher
nicht entdeckte Infektion mit S. constellatus darstellen. Laktat ist jedoch
nachweislich nicht der Metabolit, welcher das Wachstum von P. aeruginosa

einschrankt.

9. Die hier vorliegenden Ergebnisse bestatigen die Sonderrolle von S. constellatus
bei der polymikrobiellen Lungeninfektion. Sie sollten dazu fihren, dass
besonders in klinisch kritischen Situationen, Diagnostik und Therapie der

Erkrankung auch auf dessen Vorhandensein abzustimmen sind.

10. Es ist jedoch zu bedenken, dass eine gegen S. constellatus gerichtete Therapie

P. aeruginosa einen iatrogenen Wachstumsvorteil verschaffen kann.
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