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Meinen Eltern



Referat

Patienten mit Cystischer Fibrose (CF) entwickeln in Folge ihrer Erkrankung chronisch-
bakterielle Lungeninfektionen, welche haufig den Grund fur den vorzeitigen Tod der
Patienten darstellen. In dieser Studie wurde untersucht, ob der parodontale Sulkus ein
mogliches Reservoir fur diese Bakterien darstellt, und somit eine mogliche Quelle der
Kontamination bietet und ob die erhéhte Antibiotikagabe bei diesen Patienten zu einer
erhohten Resistenz der Bakterien fuhrt. 26 CF-Patienten und 33 gesunde Probanden
nahmen an dieser Studie teil. Bei allen Teilnehmern wurde eine zahnérztliche
Untersuchung durchgefuhrt und mikrobiologische Proben aus den Zahntaschen
entnommen. Somit konnte die mikrobielle Kolonisation der parodontalen Sulci von CF-
Patienten mit derjenigen, gesunder Teilnehmer verglichen werden. 24 CF-Patienten
expektorierten zusétzlich Sputum. Somit war ein Vergleich der in Zahntaschen und
Sputum vorkommenden Spezies mdglich. Mittels standardisierter Methoden wurden
die Proben aerob und anaerob verarbeitet, die Bakterien auf ausgewahlten
Nahrmedien angeziichtet, selektiert und Uber biochemische ldentifizierungssysteme
fakultative und obligate Anaerobier identifiziert. Im Anschluss wurde die antibiotische
Empfindlichkeit isolierter Bakterien gegeniber Azithromycin, Colistin, Meropenem,
Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidim, Metronidazol sowie Clindamycin untersucht. Die
mikrobielle Besiedlung der Zahntaschen von CF-Patienten unterschied sich hinsichtlich
Bakterienart und -haufigkeit nicht von derjenigen gesunder Teilnehmer. Die CF-
Patienten wiesen allerdings hohere Raten resistenter Stamme auf. Bei 21 der 24
Patienten (87,5%), welche fakultative Anaerobier im Sputum aufwiesen, konnten
gleichzeitig identische Spezies aus den Zahntaschen isoliert werden. Derartige Paare
konnten auch bei 17 von 19 Patienten mit obligaten Anaerobiern im Sputum
nachgewiesen werden (89,5%). Die Resistenzmuster waren bei 10 von 21 (47,6%)
dieser fakultativ anaeroben Bakterienpaare und bei 9 von 17 (52,9%) der obligat
anaeroben Bakterienpaare identisch. Die Antibiotikatherapie der CF-Patienten fuhrt, im
Vergleich zu gesunden Personen, offensichtlich zu einer erhdhten Rate resistenter
Bakterienstamme. Der Nachweis identischer Bakterien in den parodontalen Sulci und
im Sputum von CF-Patienten legt einen Zusammenhang beider Kompartimente nahe.
Zahntaschen kénnten ein Reservoir dieser Bakterien darstellen und somit als mdgliche

Quelle der chronischen Lungeninfektion in Frage kommen.

Annegret Huse: Der parodontale Sulkus als mdgliche Quelle der chronischen
Lungeninfektion bei Patienten mit Cystischer Fibrose. Halle (Saale), Univ., Med. Fak.,
Diss., 74 Seiten, 2014



Inhaltsverzeichnis Seite |

Inhaltsverzeichnis
Seite
1 EINIEITUNG oo 1
1.1 CyStISChE FIBIOSE ...vvveii et e e 1
1.2 Chronisch-bakterielle Lungenentziindungen bei Patienten mit CF .................. 2
1.3. Mikrobiologie der chronischen Lungeninfektion bei CF .................coooiiiiiiinnnnn.. 4
1.3.1 Fakultative ANAEroDIer ..........covviiiiiiiiiiiiii 4
1.3.2 ODbligate ANAEIODIEN ........couuiiiii i 6
14 Herkunft der Bakterien ... 7
15 Parodontaler Sulkus als BaKterienreServoir..........cccccuuuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 9
2 WA= 1T =] 74 01 o o PRSPPI 11
3 Material und MethodiK ... 12
3.1 StUAIENTEINENIMET ... e e e et e e e e eaanne 12
R 70 O R O e - 1= (= o T 12
3.1.2  KONTOIGIUDPPE .. 12
3.1.3 Votum der EthiKKOMMISSION ........uviiiiiiiiiiiecis e 12
3.2 Zahnarztliche UNtersuChUNG ............uuuuuiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeees 13
3.3 ProbenentnaiMme .........oooiiiii e 15
3.3.1 ZahnfleiSChtasSCheN ........oi i 15
3.3.2  SPULUMPIODEN ... e 16
34 Lungenfunktionsbestimmung ...........ccooeiiii i, 16
35 IN Vitro-UntersuChungen............ooo o 16
3.5.1 Anzucht der Bakterien aus dem parodontalen Sulkus .............cccccccccceienneeeen. 16
3.5.2 Anzucht und Quantifizierung der Bakterien aus dem Sputum von
L4 = 11T 0] (=] o PSRRI 19
3.5.3 Identifizierung fakultativ anaerober Bakterien............cccooooiiiiiiiiiiiiee e 20
3.5.4 Identifizierung obligat anaerober Bakterien ............cccoovuiiiiiiiiiiiiiiiiciee e 22
3.5.5 ReSIStenzbeStimMmMUNGEN ......cooiii e 23
T TS = 1] 1| SRR 26
4 Bl NIS S e e 27
4.1 Mikrobielle Zusammensetzung des parodontalen Sulkus....................ovvveenn. 27

4.1.1 Identifizierung fakultativer Anaerobier in Zahntaschen von CF-Patienten

und Kontrollprobanden.............oouuiiiiii e 27



Inhaltsverzeichnis Seite |l

4.1.2 Identifizierung obligater Anaerobier in Zahntaschen von CF-Patienten
und Kontrollprobanden............ceevvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
4.2 Quantifizierung fakultativer und obligater Anaerobier im Sputum von
CR-PalI@NTEN.....ci it 33
4.3  Vergleich der mikrobiellen Zusammensetzung des Sputums von

CF-Patienten mit der des parodontalen Sulkus von CF-Patienten und

LTS UL (o (] o I 33
4.3.1 Fakultative ANAEIODIET ......iiveiiieii e e e e et e e e e 33
4.3.2 0ODbligate ANAEIODIET .......coi i 38
4.4 ReSIStENZDEStMMUNG.......oeiii e 41
[T ESY (U FST=T 1o ] o T 45

5.1 Einfluss der Antibiotikatherapie auf die mikrobielle Zusammensetzung
der Zahntaschen von CF-Pati€nten ............ccovviiiiiiiiiiiiiiiii et e e e 45
5.2 Identifizierung gleicher Bakterienspezies in den parodontalen Sulci von

CF-Patienten und GESUNUEN ......cccieeviiieiiiiiiie e e eeeeeetiies e e e e e e eeenenne e e e e eeeannes 45
5.3  Vergleich der Bakterien in den Zahntaschen und Sputen von

L4 = 111 ] (] o PRSPPI a7
5.4 Nachweis identischer Bakterien in den parodontalen Sulci und Sputen

VON CF-Pati€NteN ... .ccoiieeeiiis e e e e e e 49
5.5  Vergleich der antibiotischen EmpfindlichKeit .................cccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiii. 50
5.6  Vergleich der Resistenzprofile identischer Paare ............ccccccvvvvvviiiiiiiinnnnnn. 52
5.7 FaZIt oo 53
6 ZUSAMMENTASSUND ..ttttiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeaeebebbebeb bbb ebeebbaebbeeeeneeneenenees 54
7 LiteratuUrVerZeiChNIS ... e e 57
8 AN AN e 64
9 LI == o TSP 73
Lebenslauf

Selbststandigkeitserklarung
Erklarung Uber friihere Promotionsversuche

Danksagung



Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole Seite Il

Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

Ml Mikroliter

+ plusminus

% Prozent

Abb. Abbildung

Art.-Nr. Artikelnummer

ATP Adenosintriphosphat

AZM Azithromycin

bzw. beziehungsweise

B. Burkholderia

Ba. Bacteriodes

C. Clostridium

Ca. Campylobacter

CAZ Ceftazidim

CD Clindamycin

CDC CDC-Anaerobier-Agar mit 5% Schafsblut
CF cystic fibrosis, Cystische Fibrose

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CLsSI Clinical and Laboratory Institute

COPD Chronic Obstructive Lung Disease

CS Colistin

DMF-T Index decayed, missing, filled-teeth, Kariesindex nach Klein und

Palmer im permanenten (erwachsenen) Gebiss
dmf-t Index decayed, missing, filled-teeth, Kariesindex nach Klein und

Palmer im Milchgebiss

E. Eubacterium
F. Fusobacterium
FEV; forced exspiratory volume in one second, Forcierte

Einsekundenkapazitét

FvC forced vital capacity, Forcierte Vitalkapazitat
G. Gemella
g Gramm

H,O Wasser



Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole Seite IV

Hz Hertz

[ intermediar

KBE Koloniebildende Einheit

KH,PO, Kaliumdihydrogenphosphat

Lz Metronidazol

M. Mobiluncus

mg Milligramm

MHK Minimale Hemmkonzentration

mi Milliliter

mm Millimeter

MRP Meropenem

NacCl Natriumchlorid

Na;HPO, Dinatriumhydrogenphosphat

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards

NL normale Clearance

O, Hyperoxid-Anion

0,* Peroxid-Anion

OHI-S oral-Hygiene-Index simplified nach Greene und Vermillion

P. Pseudomonas

PBI Papillen-Blutungs-Index nach Saxer und Mihlemann

PBS phosphat buffert saline, Phosphat gepufferte
Kochsalzlésung

PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion

pH-Wert Negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration

pO., Sauerstoffpartialdruck

Pr. Prevotella

Pro. Probionibacterium

Ps. Peptostreptococcus

Q. Quadrant

Qo2 epithelialer Sauerstoffverbrauch

r resistent

rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

S. Staphylococcus

S sensibel


http://de.wikipedia.org/wiki/Dekadischer_Logarithmus
http://de.wikipedia.org/wiki/Proton_%28Chemie%29

Verzeichnis der Abkirzungen und Symbole

Seite V

SCS
Sp.
spp.
St.
Str.
Tab.
TSB
TZP

Schaedler-Agar mit 5% Hammelblut
Sputum

Spezies

Stenotrophomonas

Streptococcus

Tabelle

Tryptone Soya Broth
Piperacillin/Tazobactam

Volt



Kapitel 1 Einleitung Seite 1

1 Einleitung
1.1 Cystische Fibrose

Die Cystische Fibrose (Cystic fibrosis, CF oder auch Mukoviszidose) ist die haufigste
autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung in der kaukasischen Bevdlkerung
(Ratjen und Ddring, 2003). Diese Erkrankung betrifft hier etwa eine unter 2500
Lebendgeburten. Weniger haufig tritt CF in der lateinamerikanischen (1:9000),
asiatischen (1:32000) und afroamerikanischen Bevdlkerung (1:15000) auf (Gibson et
al., 2003).

Der genetische Defekt beruht auf einer Mutation des cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) Genes, welches fir ein gleichnamiges Protein kodiert,
das wiederum als Chloridkanal in schleimsezernierenden Epithelien (Riordan et al.,
1989) fungiert. Das verantwortliche Gen wurde 1989 auf dem langen Arm des
Chromosoms 7 entdeckt (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al.,
1989). Derzeit sind tGber 1900 Mutationen bekannt (The Cystic Fibrosis Genetic
Analysis Consortium, Cystic fibrosis Mutation Database, Zugriff Dezember 2013),
welche dazu fuhren, dass das CFTR-Protein gar nicht oder fehlerhaft ausgebildet wird,
zu geringfugig exprimiert wird oder nur geringfiugige Leitféahigkeit von Chloridionen
aufweist (Vankeerberghen et al., 2002; Gibson et al., 2003; Ratjen und Déring, 2003).
In exokrinen Drlsen fiihrt der resultierende pathologische lonenfluss dazu, dass
dehydratisiertes, hochviskdses Sekret sezerniert wird (Matsui et al., 1998; Hobbs et al.,
2013).

Das klinische Bild der CF-Patienten kann sich, trotz gleichartiger Mutationen des
CFTR-Genes, deutlich unterscheiden. Vermutet wird, dass Umwelteinflisse und
zusatzliche genetische Faktoren das phanotypische Erscheinungsbild beeinflussen
(Vankeerberghen et al., 2002). Betroffen sind sekretorische Zellen, Nasen-
nebenhdhlen, Lunge, Pankreas, Leber, Schweil3drisen und Fortpflanzungsorgane
(Ratjen und Doring, 2003). Aber vor allem die Entwicklung chronisch-bakterieller
Lungeninfektionen, mit folgender Zerstorung von Lungengewebe (Koch und Hgiby,
1993) und resultierendem Verlust der Lungenfunktion (Muramatu et al., 2013), stellen

den Grund fur den vorzeitigen Tod der Patienten dar (D6ring und Gulbins, 2009).
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1.2 Chronische bakterielle Lungeninfektionen bei Patienten mit CF

Die Atemwege sind stetig den Bakterien in der Umgebungsluft ausgesetzt, welche
schlieBlich aspiriert werden. Trotz dieser Exposition ist die Lunge gesunder Menschen
steril (Smith et al., 1996). Dafir ist vor allem die mukoziliare Clearance verantwortlich,
ein  Selbstreinigungsprozess, welcher die Atemwegsepithelien reinigt. Uber
respiratorischen Epithelien liegt eine von den Zellen sezernierte periziliare
Flussigkeitsschicht, welche lber einen stetigen lonentransport ein konstantes Volumen
aufweist, in welchem sich die Kinozilien Uber ihre gesamte Lange ausbreiten kénnen
(Tarran et al., 2005). Daruber befindet sich eine schmale, niedrig-viskdse
Schleimschicht, auch airway surface liquid genannt, welche hauptsachlich aus Wasser
besteht. Durch eine rachenwaérts gerichtete Bewegung der Kinozilien werden inhalierte
Partikel mit dieser Schleimschicht stetig nach auf3en beférdert (Abb. 1a). Somit werden
die Atemwege ohne jegliche Entziindungsreaktion von mdéglichen pathogenen Keimen

gereinigt.

Bei CF-Patienten findet keine effiziente mukoziliare Clearance statt. Durch die Mutation
des CFTR-Proteins ist die Volumenregulation der perizilidren Flissigkeitsschicht
gestort, diese wird absorbiert und es kommt zu einer Stauung des sezernierten Mukus,
in dessen Folge Kinozilien abgewinkelt und komprimiert werden (Matsui et al., 1998;
Tarran et al., 2005). Der gesteigerte Chlorid- und Natriumionen-Influx an der apikalen
Zellmembran fihrt zu einem gesteigerten Einstrom von Wasser in die Zelle. Der
Schleim wird viskds und verfestigt sich schlie3lich zu Mukusplaques (Abb. 1b). Infolge
des starken ATP-Verbrauches von Natrium-Kalium-Pumpen, kommt es zusatzlich zu
einem gesteigerten  Sauerstoffverbrauch  der  Epithelzellen, wodurch ein
Sauerstoffgradient innerhalb der Mukusplaques entsteht (Worlitzsch et al., 2002;
Abb. 1c).

Dadurch, dass bereits die erste Abwehrmafnahme, die mukoziliare Clearance,
versagt, kommt es haufig zu einer Ansiedlung normalerweise harmloser Bakterien in
der Lunge (Davis, 2002). Diese setzen sich auf den Mukusplaques ab, dringen in
hypoxische Zonen vor (Abb. 1d), und es kommt zu einer Kolonisation der Bakterien
(Worlitzsch et al., 2002). Eine uberhohte, fortwdhrende und sich ausbreitende
Entzindungsreaktion auf diese Bakterien, vor allem durch neutrophile Granulozyten,
charakterisiert die Lungenerkrankung der CF-Patienten (Ratjen und Déring, 2003;

Ulrich et al., 2010) und fUhrt schlieBlich zu Gewebezerstérung, Verlust an
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Lungengewebe und irreversibler Lungeninsuffizienz (Koch und Hgiby, 1993; Ulrich et
al., 2010).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der chronischen P. aeruginosa-Infektion in
der Lunge von CF-Patienten (Worlitzsch et al., 2002)

Abklrzungen: NL: normale Clearance, pO,: Sauerstoffpartialdruck, Qg,: epithelialer
Sauerstoffverbrauch

Nach der initialen Infektion kdnnen die Krankheitssymptome geringflgig ausgepragt
sein (Koch und Hgiby, 1993). Husten ist das deutlichste Symptom aller Altersklassen,
haufig assoziiert mit Sputumauswurf (Gibson et al.,, 2003). Erst mit Ausbildung
chronischer Infektionen und Bildung spezifischer Antikorper entwickeln sich
bronchopulmonale Entzindungen und Obstruktionen. Eine chronische Infektion fuhrt
zu einem Anstieg der Entzindungsreaktion und einer Abnahme der Lungenfunktion
(Zemanick et al.,, 2013). Die immunologische Entziindung fiihrt schlielich zu einer
Gewebezerstorung (Koch und Hgiby, 1993; Ulrich et al., 2010). Mit fortschreitender
Erkrankung steigt das Volumen des taglich expektorierten Sputums, auch Bluthusten
kann beobachtet werden (Gibson et al., 2003). Die Patienten leiden an Dyspnoe und
Kurzatmigkeit, schlie3lich sind sie von standiger Sauerstoffzufuhr abhéngig (Gibson et
al., 2003).

Derzeit gibt es noch keine kausale Therapie der CF. Eine Heilung ware nur dadurch
zu erreichen, die Funktion des CFTR-Proteins wiederherzustellen (Ratjen und Ddring,
2003). Eine symptomatische Therapie richtet sich daher vor allem darauf, ein

Fortschreiten und eine Verschlechterung der durch den Gendefekt hervorgerufenen
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Organerkrankungen zu verhindern (Gibson et al., 2003) und beinhaltet unter anderem
eine mukolytische Therapie, eine Physiotherapie sowie eine Erndhrungstherapie
(Déring et al., 2000). Vor allem aber die antibiotische Therapie der CF zeigt eine
signifikant positive Auswirkung auf die Prognose und die steigende Lebenserwartung
der Patienten (Ddring und Hgiby, 2004; LiPuma, 2010) und ist daher essentieller Teil in
der Behandlung der Patienten (Gibson et al., 2003). In der frlthen Phase der
Erkrankung werden Antibiotika eingesetzt, um einen Ausbruch chronischer Infektionen
zu verzogern. Spater erfahren die Patienten eine Erhaltungstherapie, um die
fortschreitende Verschlechterung der Lungenfunktion zu verlangsamen. Wahrend der
Phasen akuter Exazerbationen der CF kommt es zu einem besonders intensiven
Einsatz von Antibiotika, haufig verbunden mit Krankenhausaufenthalten, um die
Symptomatik zu lindern und die Lungenfunktion wieder herzustellen (Gibson et al.,
2003). Eine antibiotische Therapie kann auch prophylaktisch eingeleitet werden mit der
Absicht, vorzeitig die Folgen der CF fur die Patienten positiv zu beeinflussen (Ddring
und Hgiby, 2004) und chronische Infektionen zu vermeiden (Koch und Hgiby, 1993).
Der haufig massive und wiederholte Einsatz von Antibiotika geht mit dem erhdhten
Risiko steigender Resistenzen einher (Ratjen und Déring, 2003).

1.3 Mikrobiologie der chronischen Lungeninfektion bei CF
1.3.1 Fakultative Anaerobier

Zu Beginn der Erkrankung dominieren besonders haufig Infektionen mit
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae und Streptococcus pneumoniae. Erst
spater kommt es zu chronischen Infektionen mit Pseudomonas aeruginosa (Koch und
Hgiby, 1993). Auch Stenotrophomonas maltophilia und Burkholderia cepacia sind
haufige mit CF assoziierte Keimarten. Vor allen anderen werden gerade diese
Bakterien fur die Entstehung und Progression chronischer Lungeninfekte bei CF-

Patienten verantwortlich gemacht (Koch und Hgiby, 1993; Ratjen und Dd&ring, 2003).

S. aureus ist meist der erste und auch haufigste Erreger, der bei Patienten mit CF
isoliert werden kann (LiPuma, 2010), es ist der einzige CF-typische Erreger, der auch
bei immunkompetenten Personen krankheitsverursachend sein kann (Gibson et al.,
2003). Der Erreger ist haufig auf der Haut und in den vorderen Abschnitten der Nase
auch gesunder Personen lokalisiert (Doring und Hgiby, 2004). Eine prophylaktische
antimikrobielle Therapie gegen S. aureus geht mit einer niedrigeren Anzahl von S.

aureus-Nachweisen  einher sowie mit einer  niedrigeren Rate  von
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Krankenhausaufenthalten (Ratjen und Déring, 2003). Allerdings weisen Patienten mit
einer kontinuierlichen prophylaktischen Antibiose gegen S. aureus auch eine héhere
Rate von P. aeruginosa-Nachweisen auf (Ratjen, 2001). Dramatisch ist auch die

steigende Anzahl Methicillin-resistenter S. aureus-Stamme (LiPuma, 2010).

Infektionen mit B. cepacia sind seltener, kdnnen aber mit einer rapiden
Verschlechterung der Lungenerkrankung einhergehen (Koch und Hgiby, 1993),
verbunden mit hohem Fieber, Bakteriamie und nekrotisierender Pneumonie (Gibson et
al., 2003). Dagegen sind Infektionen mit St. maltophilia haufiger, aber weniger virulent
(Gibson et al., 2003).

P. aeruginosa, der bedeutsamste pathogene Erreger der CF-Erkrankung (Gibson et al.,
2003), ist ein ubiquitar vorkommender Umweltkeim, welcher haufig in Abflissen und
anderen Wasserreservoirs vorgefunden wird (Déring et al., 2000; Davies, 2002). Dieser
Keim ist nicht spezifisch fur CF, dennoch findet man ihn besonders haufig in
Verbindung mit der Erkrankung (Koch und Hgiby, 1993). Es handelt sich um ein
gramnegatives Stabchenbakterium, welches sowohl unter aeroben als auch anaeroben
Bedingungen wachsen kann und sich intraluminal in den CF-Atemwegen befindet
(Worlitzsch et al., 2002). Seine genetische und phanotypische Plastizitat ermdglicht
eine Adaptation an die Umgebungsbedingungen (Gibson et al., 2003). Unter den
anaeroben Bedingungen innerhalb der Mukusplagues kommt es zu einer Veranderung
im Wachstum von P. aeruginosa von einem non-mukoiden zu einem mukoiden Typ
(Koch und Hgiby, 1993; Worlitzsch et al., 2002; Abb. 1le). P. aeruginosa wachst in
Makrokolonien, geschitzt von einem dreidimensionalen Biofilm mit gesteigerter
Alginatproduktion (Koch und Hgiby, 1993; Worlitzsch et al., 2002). Dieser Biofilm
(Donlan und Costerton, 2002) sowie die bestehende Hypoxie (Worlitzsch et al., 2002)
fuhren letztlich zu einer verminderten Funktion der Abwehrzellen (Worlitzsch et al.,
2002; Jensen et al., 2007; Abb. 1f) und auch durch eine antibiotische Therapie lasst
sich der etablierte Biofilm nicht mehr ausreichend therapieren (Anwar et al., 1992;
Costerton, 2002; Drenkard, 2003; Worlitzsch et al., 2009). Durch Absiedlung von
Tochterkolonien in den Verzweigungen des Bronchialbaumes ist P. aeruginosa
schlieBlich in fast allen Teilen der unteren Atemwege vorzufinden (Koch und Hgiby,
1993).
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1.3.2 Obligate Anaerobier

Die Vorstellung, die chronisch-bakterielle Lungeninfektion wirde durch nur wenige,
spezifische fakultativ anaerobe Bakterien ausgelOst, anderte sich mit dem Nachweis
hypoxischer Bedingungen in den Mukusplaques (Worlitzsch et al., 2002). Unter diesen
anaeroben Bedingungen liegt es nahe, dass es sich bei der chronischen
Lungeninfektion der CF-Patienten um eine Mischinfektion handeln misse, bei der
neben fakultativen Anaerobiern auch obligat anaerob wachsende Bakterien in der

Lunge vorkommen (Tunney et al., 2008).

Obligat anaerobe Bakterien wachsen nur in der Abwesenheit von Sauerstoff. Sie
gehdren zur physiologischen Standortflora des Menschen, beispielsweise der
Mundhohle, des Gastrointestinaltraktes und der Haut (Koneman et al., 1997). Bei
Reduktion von Sauerstoff entstehen Wasser sowie die Sauerstoffradikale O,% und O,
Das Peroxid-Anion O,%, welches durch Protonenanlagerung zu Wasserstoffperoxid
wird, sowie das Hyperoxid-Anion O, sind toxisch. Fir deren Entgiftung sind Katalase
und Superoxid-Dismutase notwendig. Da obligat anaeroben Bakterien diese Enzyme
fehlen, ist Sauerstoff fir sie toxisch. Diese Bakterien gewinnen ihre Energie

hauptséachlich durch Garung (Brandis et al., 1994).

So wurden unter anderem durch die Forschungsgruppe um Tunney und Elborn
obligate Anaerobier, wie Bifidobacterium spp., Prevotella spp., Veillonella spp.,
Peptostreptoccucus spp. und Fusobacterium spp., in CF-Sputen nachgewiesen (Field
et al., 2005, Tunney et al. 2008). Rogers und Mitarbeiter konnten neben fakultativen
Anaerobiern auch diverse obligat anaerobe Bakterien, wie Bacteriodes spp,
Porphyromonas spp, Prevotella spp. und Veillonella spp., im Sputum von CF-Patienten
nachweisen (Rogers et al., 2004). Auch die Arbeitsgruppe um Tunney wies eine hohe
Anzahl anaerober Bakterien in CF-Sputen nach. Sie isolierten 14 anaerobe Genera,
wobei es sich bei drei Genera um mikroaerophile Bakterienarten handelte. Der
Nachweis gleicher anaerober Bakterienspezies in den Sputumproben, welche von den
Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen wurden, bewies eine Persistenz
dieser Bakterien in der CF-Lunge Uber einen langeren Zeitraum. Auch konnten sie
aufzeigen, dass anaerobe Genera in Proben induzierten Sputums gesunder
Kontrollprobanden in wesentlich geringerer Anzahl vorlagen (Tunney et al., 2008).
Worlitzsch und Mitarbeiter wiesen ebenfalls obligate Anaerobier in vergleichbaren
Anzahlen in den Sputen von Erwachsen und Kindern mit CF Uber einen langeren

Zeitraum nach. Sie zeigten, dass die antimikrobielle Therapie gegen P. aeruginosa in
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der akuten Exazerbation der CF zwar die Lungenfunktion positiv beeinflusste, die

Anzahl obligater Anaerobier allerdings nicht verringerte (Worlitzsch et al., 2009).

Obligate Anaerobier sind Teil des komplexen mikrobiologischen Systems der CF-
Lunge, dennoch ist unklar, welche Rolle sie in der Pathophysiologie der chronischen
Lungeninfektion bei CF spielen (Jones, 2011).

1.4 Herkunft der Bakterien

Mogliche Reservoirs fir die CF-typischen pathogenen, fakultativ anaeroben Keimarten
sind Abfliisse, von beispielsweise Duschen und Toiletten, Abwasserausflisse an
offenen Gewdassern, medizinische Instrumente, wie beispielsweise Inhalationsgerate,
Whirlpools, Luftbefeuchter, Dentaleinheiten, der Erdboden an sich, Pflanzen und
Nahrungsmittel, wie zum Beispiel Gemise, aber auch kontaminierte gesunde
Personen sowie bereits infizierte Patienten (Doring und Hgiby, 2004). Die exakte Route
der Bakterien in die unteren Atemwege bleibt allerdings unbekannt (Ddring et al., 2000)
und die Infektionsquelle lasst sich meistens fiir den einzelnen Patienten nicht mehr
nachvollziehen (Déring und Hgiby, 2004). Vermutet wird eine Ubertragung von
Bakterien in Aerosolen, die direkt durch Aspiration in die unteren Atemwege gelangen
oder indirekt durch kontaminierte Hande. Aber auch eine Kolonisation der Atemwege
und des Gastrointestinaltraktes durch Aufnahme kontaminierter Nahrungsmittel ist
mdglich. Enger und langanhaltender Kontakt zu kontaminierten bzw. infizierten
Personen, beispielsweise in Wohnrdumen oder auch an o6ffentlichen Pléatzen, sowie

eine Cross-Infektion in Krankenh&usern ist vorstellbar (Doring und Hgiby, 2004).

Mdogliche Quellen einer Kontamination mit obligaten Anaerobiern wurden bisher nicht
beschrieben. Als mogliche Reservoirs wurden Dbereits verschiedene Korper-

kompartimente untersucht.

Bei den von Tunney und Mitarbeitern isolierten obligaten Anaerobier handelte es sich
um solche, die normalerweise aus dem Oropharynx isoliert werden. Sie vermuteten
daher, dass Bakterien aus den oberen in die unteren Atemwege gelangen, und es
aufgrund der verminderten mukozilidaren Clearance der CF-Patienten zu einer
Kolonisation dieser obligaten Anaerobier in der Lunge kommt, welche dann die

Infektion auslésen (Tunney et al., 2008).

Rhinogene Entzindungen und Entzindungen der Nasennebenhéhlen sind haufig

assoziierte Symptome bei CF, in deren Folge der Sauerstoffgehalt in den Lumina der
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Sinus stark absinkt. Der Sauerstoffpartialdruck der Mukosa ist bei CF-Patienten
deutlich niedriger als derjenige gesunder Personen (Aanaes et al., 2011). Es wurden
bereits in mehreren Studien P. aeruginosa und S. aureus in den Nasennebenhéhlen
identifiziert (MUhlebach et al., 2006; Mainz et al., 2009; Aanaes et al., 2011). Schon im
Kindesalter der CF-Patienten lassen sich die CF-typischen Keimarten in den Sinus
maxillaris nachweisen, wobei S. aureus am haufigsten isoliert werden kann (Digoy et
al., 2012). Auch konnten bei mehreren CF-Patienten in den Nasennebenhohlen und in
den Lungen jeweils zu 100% genotypisch identische P. aeuginosa-Stamme isoliert
werden (Johansen et al.,, 2012) sowie eine Rekolonisation der Lunge mit dem
genotypisch identischen P. aeruginosa-Stamm bei einigen Patienten nachgewiesen
werden, obwohl der jeweilige Stamm zuvor durch eine antibiotische Therapie
ausgerottet wurde (Johansen et al., 2012). Weiterhin wurde aufgezeigt, dass P.
aeruginosa in den Nasennebenhohlen in gleichen Biofilmstrukturen wachst, wie in der
Lunge chronisch infizierter CF-Patienten (Johansen et al., 2012). Allerdings wurden in
diesen Studien keine oder nur sehr wenige (Aanaes, 2013) obligat anaerob wachsende

Bakterien in den Sinus nachgewiesen.

Die Mundhthle wurde bereits als mdgliche Kontaminationsquelle betrachtet.
Komiyama und Mitarbeiter untersuchten unterschiedliche Regionen der Mundhohle auf
das Vorhandensein von P. aeruginosa. Sie konnten ein gehauftes Vorkommen dieses
pathogenen Keimes auf dem Zungenriicken und an der Wangenschleimhaut
nachweisen. Allerdings konnten sie P. aeruginosa wesentlich seltener in Proben von
Zahnbelag nachweisen. Ihre Ergebnisse lie3en vermuten, dass es zu interbakteriellen
Adhéasionen zwischen P. aeruginosa und standorttypischen Mikroorganismen kommt,
und dass eine orale Kontamination mit diesem Erreger einen initialen Schritt in der
Pathogenese der Lungeninfektion bei Patienten mit CF darstellt (Komiyama et al.,
1985).

Die Arbeitsgruppe um Rogers stellte die Frage, in welchem Ausmal expektoriertes
Sputum bei der Passage durch die oberer Atemwege, insbesondere der Mundhohle,
durch dort lokalisierte Bakterien kontaminiert ist. Dazu typisierten sie den 16S rRNA-
Lokus von Bakterien aus der Mundhohle und aus dem Sputum von CF-Patienten
hinsichtlich eines PCR-basierten Restriktions-Fragment-L&ngen-Polymorphismus und
verglichen die elektrophoretisch dargestellten Bandenmuster, welche die
unterschiedlichen Bakterienspezies reprasentierten. Sie wiesen sowohl gleiche als

auch unterschiedliche Arten und Haufigkeiten fakultativer und obligater Anaerobier in
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beiden Kompartimenten nach, schlossen aber gleichzeitig eine mogliche
Kontamination des Sputums durch Bakterien der Mundhdhle aus. Um eine mogliche
L-LKommunikation“ zwischen Mundhoéhle und Lunge nachzuweisen, verglichen sie das
AusmalR an Ahnlichkeiten (ber hierarchische Clusteranalysen. 10% aller
nachgewiesenen Keimarten aus der Mundhohle waren spezifisch fir diese,
wohingegen 30% aller Bakterien aus den Sputumproben als spezifisch fir die Lunge
eingeordnet wurden, was die Annahme einer mdglichen Kontamination der Lunge mit

Bakterien aus der Mundhohle bestatigte (Rogers et al., 2006).

Inwiefern explizit der parodontale Sulkus, ein natlrliches Reservoir obligater
Anaerobier (Moore und Moore, 1994; Boutaga et al., 2005), als mogliche Quelle der

Kontamination der CF-Lunge in Frage kommt, blieb bislang ungeklart.
1.5 Parodontaler Sulkus als Bakterienreservaoir

Gingiva, Wurzelzement, Desmodont und Alveolarknochen bilden zusammen das
Parodont, den Zahnhalteapparat. Dieses dient der Verankerung des Zahnes im
Knochen, Dampfung von Kaukraften, Abwehr aufRerer Noxen und Trennung des
Mundhohlenmilieus von der Zahnwurzel. Der Gingivasaum verlauft etwa 0,5-2 mm
koronal der Schmelz-Zementgrenze der Zéhne. Die Gingiva wird unterteilt in ein dem
Zahn zugewandtes orales Sulkusepithel, ein der Mundhohle zugewandtes orales
Epithel und das Saumepithel. Letzteres dient der Anheftung der Gingiva an die
Zahnoberflache tber hemidesmosomale Verknipfungen zwischen Epithelzellen und
Basallamina. Das Saumepithel liegt kragenférmig um den Zahn herum und reicht von

der Schmelz-Zement-Grenze bis zum Boden des Gingivalsulkus (Hellwig et al., 2009).

Die Vertiefung zwischen Gingivasaum und Zahnoberflache bildet den gingivalen bzw.
parodontalen Sulkus. Dieser wird begrenzt durch den zentral liegenden Zahnschmelz
bzw. den Wurzelzement, lateral durch das orale Sulkusepithel und apikal durch die
Oberflache des Saumepithels. Der parodontale Sulkus ist etwa 0,1-0,5 mm tief. Aber
auch bei parodontal-gesunden Patienten werden bis zu 3 mm Taschentiefe gemessen,
da das Saumepithel haufig durch die Messsonde durchstoRen wird (Hellwig et al.,
2009).

Vorhandener Zahnbelag, der sich von koronal in den parodontalen Sulkus ausbreitet,
wird als subgingivale Plaque bezeichnet Diese subgingivale Plague enthélt eine
betrachtliche Anzahl bakterieller Spezies in einer komplexen Zusammensetzung. Es

wird vermutet, dass mehr als 400 verschiedene Bakterienspezies in dieser Region
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vorkommen (Socransky et al., 1998). Der vorkommende Bakterienkomplex kann dabei
entweder einen praventiven oder aber gewebedestruktiven und somit
gesundheitsgefahrdenden Einfluss auf das Parodont darstellen (Haffajee und
Socransky, 1994). Mit zunehmender Tiefe der Zahntaschen enthalten diese eine
weitaus gréRere Anzahl von Bakterien. Beginnend mit der Kolonisation der
Zahnoberflache bis zur Entwicklung von Gingivitis und schlie3lich Parodontitis folgt die
Zusammensetzung der bakteriellen Flora innerhalb der parodontalen Sulci einer
vorhersehbaren Abfolge (Moore und Moore, 1994). Haufig vorkommende Keimarten
sind Streptococcus spp., Gemella spp., Eubacterium spp., Veillonella spp.,
Fusobacterium spp., Campylobacter spp., Bacteroides spp. und Prevotella spp. und
weitere (Socransky et al., 1998; Aas et al., 2005).

Ein Zusammenhang zwischen respiratorischen Lungenerkrankungen und Bakterien
aus supragingivaler Plague konnte bereits hachgewiesen werden. In einer Studie von
Heo und Mitarbeitern wurden genetisch identische Stamme von P. aeruginosa und
S.aureus in Zahnbelag und Lunge bei Patienten mit beatmungsassoziierter
Pneumonie nachgewiesen. Es handelte sich um Traumapatienten einer Intensivstation,
welche vor dem Stationsaufenthalt eine physiologisch sterile Lunge aufwiesen. Die
Studie bekraftigt die Annahme der Mundhohle als mdgliche Eingangspforte
lungenpathogener Erreger aus der Umgebung (Heo et al., 2008). Unterstutzt wird diese
Annahme durch die Tatsache, dass sich nosokomiale Lungeninfektionen durch
antiseptische  Desinfektion der Gingiva und des Oropharynx  mittels
Chlorhexidindigluconat reduzieren lassen (DeRiso et al., 1996; Fourrier et al., 2005;
Koeman et al., 2006).

Vor diesem Hintergrund sollen in der vorliegenden Studie die in den parodontalen Sulci
und Sputen von CF-Patienten vorkommenden fakultativ und obligat anaeroben
Bakterienspezies hinsichtlich Art und Haufigkeit verglichen werden. Weiterhin gilt es zu
klaren, ob die regelmafige Antibiotikatherapie der CF-Patienten zu einer erhdhten
Rate resistenter Bakterienstdmme fihrt. Aber auch eine Selektion sensibler Stdmme
und somit eine verdnderte Zusammensetzung der mikrobiellen Flora in den
Zahntaschen der CF-Patienten im Vergleich zu gesunden Personen ist denkbar. Der
zeitgleiche Nachweis identischer Bakterienspezies in den parodonalen Sulci und in den
Sputen der CF-Patienten konnte einen Zusammenhang beider Kompartimente,

beispielsweise Uber Aspiration, nahelegen.
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2 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels standardisierter mikrobiologischer Methoden

folgende Aspekte bearbeitet:

(1)

)

®3)

(4)

®)
(6)

()

)

9)

(10)

(11)

Identifizierung fakultativer und obligater Anaerobier in den parodontalen Sulci
von Patienten mit CF,

Identifizierung der Bakterienspezies aus den Zahntaschen einer gesunden

Kontrollgruppe,

Nachweis obligater Anaerobier im Sputum von CF-Patienten, neben den CF-
typischen, pathogenen, fakultativ anaeroben Keimarten P. aeruginosa,

S. aureus, B. cepacia und St. maltophilia,

Vergleich der Haufigkeiten fakultativ und obligat anaerob wachsender Bakterien

aus Sputum und Zahntaschen der CF-Patienten,
Quantifizierung der Bakterien aus den CF-Sputen,

Nachweis gleichzeitig in Zahntaschen und Sputum vorkommender identischer

Bakterienspezies (,Paare”) von Patienten mit CF,

Bestimmung der antibiotischen Empfindlichkeit identifizierter Bakterien

gegenuber ausgewahlten Antibiotika,

Vergleich der antibiotischen Sensibilitat der Bakterien von CF-Patienten und

gesunden Kontrollprobanden,
Vergleich der Resistenzmuster der als ,Paare” auftretenden Keime und somit

Beschreibung eines mdoglichen Einflusses der antibiotischen Therapie auf die
mikrobielle Zusammensetzung in Sputum und Zahntaschen von CF-Patienten

und die Resistenzsituation der Bakterien sowie

Nachweis einer mdaglichen Kontamination der Lunge mit den Bakterien aus dem

parodontalen Sulkus.
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3 Material und Methodik
3.1 Studienteilnehmer

3.1.1 CF-Patienten

Studienteilnehmer waren 26 erwachsene CF-Patienten der CF-Ambulanz der Klinik
und Poliklinik fur Innere Medizin | des Universitatsklinikums Halle (Saale). Die
Teilnehmer, 15 Manner und 11 Frauen, hatten ein durchschnittliches Alter von 28 + 7,3
Jahren. Die Altersspanne lag zwischen 19 und 50 Jahren. Diagnostiziert wurde die CF
bei allen Patienten durch einen Schweildtest und/oder eine Genotypisierung. Am Tag
der Probenentnahme kamen die Patienten zu einer routinemafigen
Kontrolluntersuchung in die Ambulanz, keiner litt zu diesem Zeitpunkt unter einer
akuten Exazerbation. Alle erhielten eine Standard-Antibiotikatherapie mit Tobramycin
(2 x 300 mg/Tag) und/oder Colistin (2 x 80 mg/Tag) sowie Azithromycin (1 x 250 mg/
Tag). Fur die Teilnahme an der Studie gab es keinerlei Einschrankungen.

3.1.2 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 30 gesunden Erwachsenen, 14 Manner und 16
Frauen, mit einem Durchschnittsalter von 26 + 4,6 Jahren (von 18 bis 37 Jahren) sowie
3 gesunden Kindern, zwei Jungen und einem Madchen im Alter von 8 + 0,6 Jahren.
Alle Probanden waren Nichtraucher und durften mindestens ein halbes Jahr lang vor

Studienteilnahme kein Antibiotikum eingenommen haben.
3.1.3 Votum der Ethikkommission

Die Teilnahme an dieser Studie war fir alle Probanden freiwillig. Von jedem
Teilnehmer wurde — nach schriftlicher und mindlicher Aufklarung Uber Ziel und
Durchfiihrung der Studie — eine schriftliche Einverstandniserkl&rung unterschrieben,
bei Minderjahrigen erfolgte das Einverstandnis durch den Erziehungsberechtigten. Alle
aus der Patientenakte erhobenen Daten, zahnérztliche Befunde sowie
mikrobiologische Proben wurden anonymisiert weiterverarbeitet. Vor Durchfuhrung
dieser Studie wurde das Votum der Ethik-Kommission der Martin-Luther-Universitat im

September 2009 eingeholt (siehe Anhang).



Kapitel 3 Material und Methodik Seite 13

3.2 Zahnarztliche Untersuchung

Bei allen Studienteilnehmern wurde eine orientierende zahnérztliche Untersuchung
durchgefuhrt. Dazu gehorte die Erfassung des dentalen und parodontalen Status auf
standardisierten Befundbégen (Abb. 2), wie sie in der zahnarztlichen Praxis
angewendet werden. Die Untersuchung wurde mit zuvor sterilisierten zahnarztlichen
Instrumenten vorgenommen, einem Mundspiegel (Spiegelgriff Cone Socket, Art.-Nr.
MHES6, Hu-Friedy Mfg. B.V. Customer Care Department, Rotterdam, Niederlande;
Mundspiegel Nr. 4/12 frontverspiegelt, plan, Art.-Nr. MA4C, Hu-Friedy), einer
zahnarztlichen Sonde (Sonde SE/ Satin Steel, Art.-Nr. EXS3A6, Hu-Friedy) und einer
Parodontalsonde (Parodontometer, Art.-Nr. PCPUNC156, Hu-Friedy).
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Abbildung 2: Dentaler und parodontaler Befundbogen eines Studienteilnehmers,
m Fillung, m Karies, Fissurenversiegelung, i.D. Zahn im Durchbruch, = Zahn fehlt,
Sondierungsangaben in mm
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Mit Hilfe des DMF-T-Index nach Klein und Palmer (decayed, missing, filled-teeth)
wurde die Mundgesundheit der Teilnehmer beurteilt. Der DMF-T beschreibt die Summe
karioser, auf Grund von Karies oder parodontalen Erkrankungen fehlender und
gefllliter Zahne (Klein und Palmer, 1938). Im erwachsenen Gebiss werden die
Weisheitszahne nicht in die Messung einbezogen, daher kann der DMF-T einen
Maximalwert von 28 erreichen. Der durchschnittiche DMF-T der CF-Patienten betrug
11 £+ 7,3 (von O bis 24), der DMF-T der erwachsenen Kontrollprobanden 6 + 4,3 (von 0O
bis 16). Fur die drei Kinder der Kontrollgruppe wurde aufgrund des vorhandenen
Wechselgebisses sowohl der DMF-T, mit einem durchschnittlichen Wert von 2 + 0,6
(von 1 bis 2), als auch der an das Milchgebiss angelehnte dmf-t erhoben, dieser lag bei
durchschnittlich 6 + 2,3 (von 4 bis 8).

Die Erhebung eines Parodontalstatus diente der Beurteilung der Mundhygiene der
Teilnehmer. Mittels Parodontalsonde mit Millimeterskalierung wurde die Tiefe des
parodontalen Sulkus eines jeden Zahnes an vier Messpunkten bestimmt, mesiobukkal,
bukkal, distobukkal sowie oral. Die Sonde wurde drucklos in den Sulkus eingefuhrt und
die Tiefe der Tasche am Gingivarand abgelesen. Bei Probanden mit maRiger

Mundhygiene konnten dabei Taschentiefen bis 6 mm gemessen werden.

Des Weiteren wurde der Papillen-Blutungs-Index (PBI) nach Saxer und Mihlemann
(1975) ermittelt. Dabei wird der Parodontalsulkus jedes Zahnes von der Papillenbasis
bis zur Papillenspitze mittels Parodontalsonde ausgestrichen und nach 20 Sekunden
das Auftreten von Blutungen beurteilt und in vier Grade eingeteilt: Grad O: keine
Blutung; Grad 1: ein Blutungspunkt; Grad 2: mehrere Blutungspunkte oder Auftreten

einer Blutungslinie; Grad 3: Ausfillen des interdentalen Dreiecks mit Blut.

SchlieBlich wurde der Oral-Hygiene-Index simplified (OHI-S) erhoben. Dieser nach
Greene und Vermillion (1960) modifizierte Hygieneindex erfasst Plague und Zahnstein
ausgewahlter Zahne. Beurteilt werden die Bukkalflachen der Z&dhne 16, 11, 26 sowie
die Lingualflachen der Zahne 36, 31 und 46. Eingeteilt wird der OHI-S in vier Grade:
Grad 0O: keine Belage, kein Zahnstein; Grad 1: Beldage und Zahnstein bedecken nicht
mehr als Vs der Zahnoberflache; Grad 2: Beladge und Zahnstein bedecken nicht mehr
als % der Zahnoberflache und Grad 4: Belage und Zahnstein bedecken mehr als 75 der

Zahnoberflache.

Diese Untersuchung sowie folgende Probenentnahme fand spontan und ohne

vorherige desinfizierende MalRnahmen der Mundhdhle statt.



Kapitel 3 Material und Methodik Seite 15

3.3 Probenentnahme
3.3.1 Zahnfleischtaschen

Bei allen Studienteilnehmern wurden zwei mikrobiologische Proben aus dem jeweils
tiefsten parodontalen Sulkus eines jeden Quadranten der Mundhohle entnommen. Dies
fand statt mittels sterilisierter Papierspitzen (Roeko Papier-Spitzen color, Iso 15, Art.-
Nr. 340215 sowie Iso 20, Art.-Nr: 340220, Coltene/Whaledent AG, Altstatten, Schweiz),
welche in der zahnéarztlichen Praxis zur Trocknung von Wurzelkanalen im Rahmen
endodontischer Behandlungen verwendet werden. Es handelt sich dabei um eine
schmerzfreie  Probengewinnung, die keinerlei Anasthesie erfordert. Die
Entnahmestellen wiesen bei allen Studienteiinehmern eine durchschnittliche
Sulkustiefe von 3 mm auf, fir die CF-Patienten 3 £ 0,84 mm, fur die erwachsenen
Kontrollprobanden 3 + 0,91 mm bei den gesunden Kindern 3 * 0,4 mm. Die
Papierspitze wurde bis zum Sulkusboden eingefuihrt (Abb. 3) und verblieb fir 10
Sekunden innerhalb der Zahnfleischtasche. Jede der acht Papierspitzen pro
Teilnehmer wurde sofort separat in 10 ml TSB-Medium (Tryptone Soya Broth, Art.-Nr.
TV5002E, Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) tbertragen und innerhalb einer halben
Stunde im Labor des Institutes fur Hygiene des Universitatsklinikums Halle (Saale)

unter standardisierten Methoden weiterverarbeitet.

Abbildung 3: Probenentnahme mittels steriler Papierspitze aus dem parodontalen
Sulkus mesiobukkal des Zahnes 46
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3.3.2 Sputumproben

24 der 26 CF-Patienten konnten eine Sputumprobe abgeben. Die Proben wurden
durch die Patienten spontan in sterile 50 ml-Falcon-R6hrchen (Art.-Nr. 171020, TPP
Products AG, Trasadingen, Schweiz) expektoriert. Es handelte sich bei allen Proben
um nicht induziertes Sputum. Das durchschnittliche Sputumvolumen lag bei 0,97 g +
0,5 g. Die Proben wurden nach spétestens einer halben Stunde im Labor des Institutes

fur Hygiene weiterverarbeitet.

3.4 Lungenfunktionsbestimmung

Zu den routinemafigen Kontrolluntersuchungen wurden auch die
Lungenfunktionsparameter der CF-Patienten durch das Personal der CF-Ambulanz
erhoben. Bestimmt wurden dabei die exspiratorische Sekundenkapazitat (FEV,) und
die forcierte Vitalkapazitdt (FVC). FEV,; beschreibt das innerhalb einer Sekunde
ausgeatmete Volumen bei schneller und tiefer Ausatmung nach maximaler Inspiration
(Tiffeneau-Test). Dieser Wert gibt Aufschluss lber den Strémungswiderstand in der
Lunge und wird angegeben als prozentualer Anteil eines altersentsprechenden
Normalwertes. Bei obstruktiven Lungenfunktionsstérungen, wie beispielsweise CF oder
COPD (Chronic Obstructive Lung Disease) ist der Strémungswiderstand durch erhéhte
Bronchialmuskelkontraktion, Mukusproduktion und Mangel an elastischen Fasern
erhodht (Zemanick et al., 2013; Martin et al., 2013). Durchschnittlich lag die FEV, der 26
CF-Patienten bei 59,88% + 22,1% und reichte von 19,2% bis 102,4%. Die FVC
beschreibt das forcierte maximal ausgeatmete Lungenvolumen nach maximaler
Einatmung. Diese lag im Durchschnitt bei 70,5% =+ 19,2%, mit einer Spanne von
30,2% bis 109,2%.

3.5 In vitro-Untersuchungen
3.5.1 Anzucht der Bakterien aus dem parodontalen Sulkus

Von den acht pro Studienteiinehmer gewonnenen Proben — jeweils zwei aus der
tiefsten Zahntasche eines Quadranten — wurden vier Proben fir 24 Stunden unter
aeroben Bedingungen bei 36 £ 1°C (Inkubator, Titramax 1000, Heidolph Instruments
GmbH, Schwabach, Deutschland) in dem TSB-Medium bebritet. Danach wurden die
Proben auf einem Schuttelrihrer (Reagenzglasschuttler, Reax-Top, Heidolph

Instruments GmbH) durchmischt, anschlieRend erfolgte ein Drei-Osen-Ausstrich mittels
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handelstblicher steriler 1 pl-Impfésen (Einweg-Impfschlinge, Art.-Nr. 731101, Greiner
bio-one, Frickenhausen, Deutschland) auf nichtselektivem Columbia-Agar mit
Schafsblut (Art.-Nr. PB5008A, Oxoid GmbH, Abb. 4 links). Zudem wurde fir
P. areuginosa und B. cepacia ein Drei-Osen-Ausstrich auf Cetrimid-Agar (P.-Cetrimid-
Agar, Art.-Nr. PO5076A, Oxoid GmbH, Abb. 4 rechts), einem Selektivmedium,
vorgenommen. Diese beimpften Agarplatten wurden fur 24 Stunden bei 36 =+ 1°C im
Brutschrank (Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) inkubiert. Am néachsten Tag
wurden die phanotypisch zu unterscheidenden Bakterien selektiert und die
Einzelkolonien mittels steriler 1 pl-Impfose auf Columbia-Agar tberimpft und wieder fur
24 Stunden bei 36 + 1°C im Brutschrank inkubiert. Diese Selektion auf frische Blut-

Agarplatten wurde solange wiederholt, bis Reinkulturen vorlagen.

Abbildung 4: Drei-Osen-Ausstrich auf Columbia-Agar (links) und Cetrimid-Agar
(rechts) nach 24 Stunden aerober Inkubation

Die vier weiteren Proben aus den Zahntaschen, die bereits nach Entnahme in das
TSB-Medium Ubertragen worden waren, wurden sofort nach Eintreffen im Labor unter
streng anaeroben Bedingungen weiterverarbeitet. Die TSB-R6hrchen wurden fur 48
Stunden in einer Anaerobierbank (Modular Atmosphere Controlled Sytem, MG500,
Meintrup dws, Lahden-Holte, Deutschland, Abb. 5) bei 36 + 1°C inkubiert. Diese
enthielt ein sauerstofffreies Gasgemisch aus 80% Stickstoff, 10% Wasserstoff und 10%
Kohlenstoffdioxid, so dass eine konstante Hypoxie aufrecht erhalten werden konnte.
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Abbildung 5: Anaerobierbank (Modular Atmosphere Controlled Sytem, MG500,
Meintrup dws, Lahden-Holte, Deutschland)

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden auch diese Proben auf dem
Reagenzglasschittler durchmischt und fur jede Zahntaschenprobe Drei-Osen-
Ausstriche auf Schaedler-Agar mit 5% Hammelblut (SCS, Art.-Nr. 43401, bioMérieux®
sa, Marcy ['Etoile, Frankreich) und CDC-Agar (CDC, Art.-Nr. PA256506, Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt. Nach erneut 48 Stunden
anaerober Inkubation erfolgte auch hier die Selektion phanotypisch unterschiedlicher
Keime auf CDC-Agar. Sobald die Keime als Reinkulturen vorlagen, wurde eine
Anaerobierkontrolle durchgefuhrt. Um fakultativ anaerob wachsende Bakterien
auszuschlieBen, wurden die Keime dazu auf Columbia-Agar Uberimpft und fur 24
Stunden unter Raumluft bei 36 + 1°C inkubiert. Wenn kein Wachstum nachgewiesen
werden konnte, wurden die Bakterien als obligate Anaerobier eingestuft und als diese

weiterverarbeitet.
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3.5.2 Anzucht und Quantifizierung der Bakterien aus dem Sputum von
CF-Patienten

Die abgegebenen Sputumproben wurden im Labor gewogen (Feinwaage Adventure
ARA 520, Ohaus GmbH, GielRen, Deutschland) und jede Probe mit autoklavierter 1:20
Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung (PBS, phosphat buffert saline) im Verhéltnis 1:1
verdinnt und auf dem Schuttelrithrer durchmischt. Die PBS-Stammlésung wurde
hergestellt aus 85 g NaCl, 14,23 g Na,HPO, * 12 H,0 sowie 1,35 g KH,PO, (jeweils
Merck, Darmstadt, Deutschland) in 500 ml destilliertem Wasser, eingestellt auf einen
pH-Wert von 7,4. Fur die Verdiinnungsreihe wurde mittels steriler Pipettenspitze (Art.-
Nr. B007.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 100 pl der Bakteriensuspension
aus den Falcon-Réhrchen in ein steriles Eppendorf-Réhrchen (Reaktionsgefafd 1,5ml,
Art.-Nr. 7551.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) tGbertragen, diese mit 900 pl
PBS-Losung verdinnt und auf dem Schittelriihrer durchmischt. Aus dieser ersten
Verdiinnungsstufe (10") wurden erneut 100 pl mit einer frischen Pipettenspitze
entnommen und in einem weiteren Eppendorf-Réhrchen mit 900 yl PBS-L6sung

durchmischt (10%). So wurde verfahren, bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10,

Fur jede einzelne Sputumprobe wurden Verdinnungsreihen auf drei Columbia-
Agarplatten, fur die Anzucht fakultativer Anaerobier sowie auf jeweils drei SCS- und
CDC-Agarplatten fir die Anzucht obligater Anaerobier hergestellt. Die Blutplatten
wurden auf der Rickseite beschriftet, eingeteilt in 16 Felder fur die Verdiinnungsstufen
10 bis 10, wobei fiir jede Verdiinnungsstufe Doppelbestimmungen vorgesehen
waren. Jedes Feld wurde mit 10 ul der entsprechenden Verdinnungsstufe inokuliert
(Abb. 6). Zusatzlich wurde fir jede Sputumprobe ein Drei-Osen-Ausstrich auf
Columbia-, Cetrimid-, SCS-, und CDC-Agar vorgenommen. Die Columbia- und
Cetrimid-Agarplatten wurden fir 24 Stunden unter aeroben Bedingungen bei 36 + 1°C
im Brutschrank inkubiert. Die Blutplatten fur die Anzucht obligater Anaerobier wurden

fur 48 Stunden in der Anaerobierbank bebritet.

Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeit wurden die gewachsenen
Koloniebildenden Einheiten (KBE) auf den Verdinnungsreihen ausgezahlt und
dokumentiert sowie phanotypisch zu unterscheidende Kolonien mittels steriler
Einwegimpfése selektiert und solange auf das entsprechende Nahrmedium Ubertragen
(Columbia-Agar fiur fakultative Anaerobier, SCS-Agar fir obligate Anaerobier) bis
Reinkulturen vorlagen. Auch hier wurde fir die obligat anaeroben Bakterien eine

Kontrolle zur Uberprufung aeroben Wachstums angelegt.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Herstellung einer Verdiinnungsreihe zur
Quantifizierung der Bakterien aus dem Sputum von CF-Patienten

3.5.3 Identifizierung fakultativ anaerober Bakterien

Fur die Auswahl des geeigneten Identifizierungssystems der fakultativen Anaerobier,
welche als 24 Stunden alte Reinkulturen auf Columbia-Agar vorlagen, wurde eine
Gramféarbung der zu identifizierenden Bakterien angefertigt, um deren Morphologie und
Gramverhalten zu ermitteln. Mittels steriler 1 pl-Einwegimpfése wurde ein Tropfen
0,9%-ige isotonische Kochsalzlosung (Art.-Nr.  30911P, Braun, Melsungen,
Deutschland) auf einem fettfreien Objekttrager (Art.-Nr. M7620, Sisse GmbH,
Gudensberg, Deutschland) aufgetragen und eine Einzelkultur mittels steriler
1 pl-Einwegimpfose in der Flussigkeit verrieben und ausgestrichen. Nach erfolgter
Lufttrocknung und Hitzefixierung wurden die Préparate nach Herstellerangaben
eingefarbt (Farbe-Set, Gram-color modifiziert, phenolfrei, Art.-Nr. 1.01603-0001,
Merck). Unter dem Mikroskop (Axiolab, Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland,
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VergroBerung 100fach) wurden die Praparate begutachtet und die Bakterien
entsprechend in grampositive oder gramnegative Stabchen bzw. Kokken eingeteilt und

dokumentiert.

Weiterhin wurde ein Oxidase-Test (BBL™Dry Slide™Oxidase, Art.-Nr. 231746, Becton,
Dickinson and Company, Maryland, USA) fur die auf Cetrimid-Agar gewachsenen

Keime durchgefuhrt.

AnschlieRend erfolgte die Identifizierung der fakultativ anaeroben Bakterien anhand der
BBL Crystal Identifizierungssysteme (Testsystem zur Identifizierung von grampositiven
Bakterien,  Art.-Nr. 254140 sowie Testsystem zur Identifizierung von
Enterobacteriaceae und anderen gramnegativen Stabchen, Art.-Nr. 245000, jeweils
Becton, Dickinson and Company). Mittels steriler Wattetrager (Art. Nr. 132436, Bottger,
Bodenmais, Deutschland) wurde die zu identifizierende Bakterienkultur in der BBL
Crystal Inokulumsflissigkeit (ANR, GP, RGP, N/H ID-Inokulumsflissigkeit bzw. Entero/
Stuhl ID- Inokulumsflissigkeit, Becton, Dickinson and Company) suspendiert und ein

McFarland-Triibungsstandard von 0,5 (Art.-Nr. 70900, bioMérieux® sa) eingestellt.

Die entsprechenden BBL Crystal Untersatze enthalten 30 Reaktionsvertiefungen und
wurden nach Herstellerangaben mit der Bakteriensuspension befillt und die Deckel
(GP-ID-Panel bzw. E/NF-Panel, Becton, Dickinson and Company) aufgesetzt, bis diese
horbar einrasteten. SchlieRlich wurden die beimpften Panels unter aeroben
Bedingungen bei 36 + 1°C im Brutschrank fur 18 bis 24 Stunden inkubiert. Der Deckel
des Testsystems fiir grampositive Aerobier enthalt auf den Spitzen von Plastikzapfen
29 dehydrierte Substrate und eine Fluoreszenzkontrolle. Auf dem Testpanel fir
gramnegative Stabchen befinden sich 30 dehydratisierte Substrate. Mit Einrasten des
Deckels rehydriert das Testinokulum aus den Reaktionsvertiefungen das getrocknete

Substrat, und die Testreaktion wird eingeleitet.

Mit Hilfe des BBL Crystal Panel-Betrachters (Art.-Nr. 245032, Européisches Modell,
220V, 50 Hz) konnte die Testreaktion anhand einer Farbreaktionstabelle abgelesen
und auf einem Protokollblatt dokumentiert werden. Entsprechend der
Herstellerangaben wurde die BBL Crystal Profiinummer fir die Testkultur errechnet
und diese anhand der BBL Crystal MIND-Software (Art.-Nr. 441010, Becton, Dickinson

and Company) identifiziert.
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3.5.4 Identifizierung obligat anaerober Bakterien

Zur Vorbereitung der Identifizierung obligater Anaerobier wurden die auf CDC-Agar
vorliegenden Reinkulturen nach 48 Stunden Wachstum mittels Gramféarbung
untersucht. Darauf folgte die Identifizierung durch das biochemische
Identifizierungssystem RapID™ Ana Il (remel, Lenexa, KS, USA). Die zu
identifizierende Bakterienkultur wurde mit Hilfe eines sterilen Wattetrdgers in der
RapID™-Inokulationsflissigkeit (1ml, Art.-Nr. 8325102, remel) suspendiert, so dass der
McFarland-Tribungsstandard Nr. 3 (bioMerieux® sa) erreicht wurde. Entsprechend der
Herstellerangaben wurde die Bakteriensuspension in das RaplD™-Panel (Art. Nr.
R8311002, remel) eingefillt und fir vier bis sechs Stunden unter aeroben

Bedingungen bei 36 + 1°C im Brutschrank inkubiert.

Ein Reaktions-Panel enthalt 10 Vertiefungen, in denen 18 verschiedene Reaktionen
ablaufen, da in den Vertiefungen 3 bis 10 zwei separate Reaktionen stattfinden. Diese
Vertiefungen enthalten dehydrierte Substanzen, welche durch Zugabe der

Testorganismen rehydratisiert werden und eine Reaktion auslésen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden zunéchst die Reaktionsergebnisse in den
Vertiefungen 1 bis 10 beurteilt und aus dem Protokollblatt dokumentiert. Darauf erfolgt
die Zugabe der RapID™ ANA Il Reagenz (remel) in die Testvertiefungen 3 bis 9 sowie
der RapID™ Spot-Indol-Reagenz (Art.-Nr. 8309002, remel) in die Vertiefung 10. Nach
mindestens 30 Sekunden und maximal zwei Minuten wurde die Farbveranderung

beurteilt und das Ergebnis auf dem Protokollblatt dokumentiert (Abb. 7).
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Abbildung 7: Beurteilung des Farbumschlages innerhalb eines RapID™ ANA I
Reaktionspanel nach Zugabe der RapID™ ANA Il Reagenz und RapID™ ANA Il Spot-
Indol-Reagenz

Der ermittelte Reaktionscode sowie erhobene Informationen tUber Gramverhalten und
Bakterienform wurde in die Eric®-Software (Elektronische RaplD™ Kompendium)
eingegeben. Alle Informationen zusammen ergeben ein Muster, welches einer
bekannten Reaktivitét fiir Taxa in der RaplD™ System-Datenbank entspricht und somit

das Bakterium identifiziert.
3.5.5 Resistenzbestimmungen

Zur Bestimmung der Empfindlichkeit gegeniber einzelnen Antibiotika wurde die
minimale Hemmkonzentration (MHK) der in den Zahntaschen und Sputumproben
identifizierten obligaten Anaerobier sowie einiger fakultativer Anaerobier mit Hilfe der
MIC-Test Streifen (MIC Test Strip, Liofilchem s.r.l., Roseto degli Abruzzi, Italien)
ermittelt. Der Test dient der Beschreibung der minimalen Hemmkonzentration als
kleinste Konzentration eines antimikrobiellen Wirkstoffes, welche zu 99% das

Wachstum von Mikroorganismen in vitro verhindert.

Ausgewahlt wurden Azithromycin (AZM, Art.-Nr.920300) und Colistin (CS, Art.-
Nr.921410), als Standardantibiotika in der CF-Therapie, des weiteren Meropenem
(MRP, Art.-Nr.920840), Piperacillin/Tazobactam (TZP, Art.-Nr.921080) und Ceftazidim
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(CAZ, Art.-Nr.921380) als Antibiotika wahrend einer akuten Exazerbation der CF sowie
Metronidazol (LZ, Art.-Nr.920870) und Clindamycin (CD, Art.-Nr.920720, jeweils

Liofilchem), da diese eine sehr gute Wirksamkeit gegen Anaerobier aufweisen.

Die Teststreifen sind auf einer Seite mit einer antibiotischen Substanz beschichtet,
welche in 15 zweifachen Verdunnungsschritten einen Konzentrationsgradienten
aufweist. Auf der Vorderseite sind die Teststreifen mit dem Code des jeweiligen
Antibiotikums sowie einer Skala in pg/ml bedruckt, wodurch die minimale
Hemmkonzentration der Substanz gegeniber den Bakterien quantitativ ermittelt

werden kann.

Die auf SCS- bzw. Columbia-Agar gewachsenen Reinkulturen wurden jeweils mit
einem sterilen Wattetrager in 3 ml 0,9%-iger NaCl-Losung ubertragen und ein
McFarland-Tribungsstandard von 0,5 eingestellt. Mittels steriler Pipettenspitzen
wurden 100 pl dieser Bakteriensuspension auf SCS- bzw. Columbia-Agar Uberimpft
und mit Hilfe eines Drigalski-Spatels (Art.-Nr. 23162185, VWR, Darmstadt,
Deutschland) die Oberflache der Blutplatte gleichméaRig bestrichen.

Sobald die Plattenoberflache getrocknet war, wurde der MIC-Teststreifen mit einer
sterilen Pinzette auf die Agarplatte luftblasenfrei aufgelegt, die Skala auf dem Streifen

zeigte dabei nach oben.

Die SCS-Agarplatten wurden im Anschluss fir 48 Stunden in der Anaerobierbank
inkubiert, die Columbia-Agarplatten fur 24 Stunden unter aeroben Bedingungen
bebritet. Der Konzentrationsgradient der antibiotischen Substanz transferiert von dem
Teststreifen auf das inokulierte Nahrmedium. Nach Ablauf der Inkubationszeit bildete
sich eine symmetrische Hemmellipse, welche die MHK in ug/ml angab und am

Schnittpunkt mit dem MIC-Teststreifen abgelesen werden konnte (Abb. 8).
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Abbildung 8: Resistenzbestimmung eines obligaten Anaerobiers gegeniber
Ceftazidim (CAZ, links) und Azithromycin (AZM, rechts) mittels MIC Test Strips auf
SCS-Agar nach 48 Stunden anaerober Inkubation

Anhand der abgelesenen Konzentrationen wurden die Bakterien einer
Empfindlichkeitskategorie  (sensibel, intermediar oder resistent) zugeteilt.
Entsprechende Grenzkonzentrationen fir diese Interpretation wurden den
Herstellerangaben und der CLSI-Richtlinie (Clinical and Laboratory Institute/ NCCLS,
National Committee for Clinical Laboratory Standards; NCCLS/CLSI M2100-S20
guideline, Wayne, PA, USA) entnommen.

Fur die obligaten Anaerobier wurden folgende Grenzwerte (s - i - r) in pg/ml festgelegt:
fur AZM = 4, fur CS = 2, fur MRP 4 - 8 - 16, fur TZP 32 - 64 - 128, fur CAZ = 8, fur
LZ 8-16-32undfurCD 2-4-8.

Fir fakultativ anaerobe Bakterien wurden vereinzelt unterschiedliche Grenzwerte fir

die verschiedenen Genera erhoben:

Bei AZM betrugen die Werte 2 - 4 - 8 fur Staphylococcus spp. und 0,5 - 1 - 2 fir
Streptococcus spp., bei CS 2 - 4 - 8 Fur MRP wurden 4 - 8 - 16 als
Grenzkonzentrationen fur fakultative Anaerobier festgelegt, fir Str. pneumoniae
allerdings 0,25 - 0,5 -1.
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Die Grenzwerte bei TZP lagen bei 64 - - 128 fiur P. aeruginosa und 8 - - 16 fir
Staphylococcus spp., ein Wert fur intermediar wurde nicht angegeben, fir

gramnegative aerobe Bakterien wurden die Grenzwerte 16 - 32/ 64 - 128 festgelegt.

Bei CAZ betrugen die Grenzwerte 8 - 16 - 32 und fir LZ 8 - 16 - 32. Bei CD betrug die
Grenzkonzentration fur Staphylococcus spp. 0,5 - 1/ 2 - 4 und fur Streptococcus spp.
0,25-0,5-1.

3.6 Statistik

Fur alle Ergebnisse wurden Mittelwerte und deren Standardabweichung angegeben.
Deren Berechnung erfolgte mittels Excel (Microsoft Excel 2007 Redmont, WA, USA).
Die  Signifikanzberechnungen erfolgten  mittels  Fisher's Exact Test
(http://lwww.langsrud.com/stat/Fishertest.html). Als signifikant wurden p-Werte <0,05

angesehen. Die p-Werte wurden dabei nicht fur die multiplen Testungen korrigiert.


http://www.langsrud.com/stat/Fishertest.html
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4 Ergebnisse
4.1 Mikrobielle Zusammensetzung des parodontalen Sulkus

4.1.1 |dentifizierung fakultativer Anaerobier in Zahntaschen von CF-Patienten

und Kontrollprobanden

Dieser Studie liegt die Hypothese zugrunde, dass Bakterien des parodontalen Sulkus
eine mdgliche Infektionsquelle der chronischen Lungeninfektion bei Patienten mit CF
darstellen. Vor diesem Hintergrund wurde die bakterielle Zusammensetzung in
Zahntaschen von CF-Patienten und diejenige von gesunden Kontrollprobanden
untersucht und mit der bakteriellen Besiedlung des Sputums von CF-Patienten
verglichen. Dafur wurden insgesamt 236 Proben aus Zahntaschen (104 Proben von
CF-Patienten und 132 von gesunden Probanden) und 24 Sputumproben von Patienten
mit CF auf das Vorkommen fakultativ und obligat anaerober Bakterien untersucht.

Bei allen 59 Studienteilnehmern (100%) konnten fakultative Anaerobier in den
Zahntaschen nachgewiesen werden. Bei den 26 CF-Patienten wurden insgesamt 366
unterschiedliche fakultative Anaerobier identifiziert, durchschnittlich 14,1 £ 3,9 Keime
pro Patient. Dabei konnte in jeder der vier untersuchten Zahntaschen eines jeden
Patienten mindestens ein aerob wachsendes Bakterium nachgewiesen werden.

Durchschnittlich wurden 3,5 + 1,6 Keime in einem parodontalen Sulkus vorgefunden.

In der Kontrollgruppe fanden sich insgesamt 446 fakultativ anaerobe Bakterien, 391
Keimarten bei den 30 Erwachsenen und 55 bei den drei Kindern. Pro Patient lagen hier
im Durchschnitt 13 + 3,5 unterschiedliche Keime in der Gruppe der tber 18-Jahrigen
vor, bei den Kindern 18,3 £ 4,5. Mit Ausnahme eines Probanden, bei welchem nur in
zwei von vier untersuchten Zahntaschen fakultativ anaerobe Keime isoliert wurden,
konnten auch in der Kontrollgruppe in jeder Zahntasche eines oder mehrere fakultativ
anaerobe Bakterien identifiziert werden. Im Schnitt konnten 3,4 + 1,4 fakultative
Anaerobier in jeder Zahntasche nachgewiesen werden (3,3 + 1,29 bei den

erwachsenen Probanden und 4,6 + 1,4 bei den Kindern).

Unter den 366 identifizierten fakultativen Anaerobiern in der CF-Gruppe, konnten 12
unterschiedliche Genera und 37 verschiedene Spezies aufgezeigt werden. Bei den 446
fakultativ anaeroben Keimen der Kontrollgruppe waren es acht verschiedene Genera
und 26 Spezies. Fur beide Studiengruppen wurden insgesamt 14 Genera und 37

Spezies unterschieden (Tab.1).
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Tabelle 1: Anzahl fakultativer Anaerobier im parodontalen Sulkus von CF-Patienten
(n=26) und Kontrollprobanden (n=33) (in %)

Genus Spezies CF-Patienten Kontrollgruppe
Streptococcus pneumoniae 19 (73,1) 27 (81,8)
salivarius 17 (65,4) 22 (66,7)
parasanguis 17 (65,4) 27 (81,8)
gordonii 12 (46,2) 21 (63,6)
vestibularis 12 (46,2) 15 (45,5)
uberis 10 (38,5) 3(9,1)
cricetus 9 (34,6) 6 (18,2)
oralis 8 (30,8) 14 (42,4)
crista 7 (26,9) 16 (48,5)
anginosus 6 (23,1) 4(12,1)
intermedius 6 (23,1) 16 (48,4)
mutans 6 (23,1) 2 (6,1)
sanguis 3(11,5) 7(21,2)
constellatus 3(11,5) 5 (15,2)
bovis 2 (6,1)
Staphylococcus epidermidis 9 (34,6) 8 (24,2)
aureus 8 (30,8) 11 (33,3)
haemolyticus 2(7,7)
lentus 2(7,7)
simulans 1(3,8) 1(3,0)
saprophyticus 1(3,8) 3(9,1)
Stomatococcus mucilaginosus 14 (53,8) 20 (60,6)
Micrococcus sedentarius 6 (23,1) 4(12,1)
luteus 27,7
kristinae 1(3,8) 2(6,1)
Enterococcus faecalis 4 (15,4) 1(3,0)
cloacae 1(3,8)
hirae 1(3,8)
Pseudomonas aeruginosa 3(11,5)
Bacillus brevis 1(3,8)
subtilis 1(3,8)
sphaericus 1(3,8)
Rothia dentocariosa 27,7 3(9,1)
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Genus Spezies CF-Patienten Kontrollgruppe
Klebsiella oxytoca 1(3,8) 1(3,0)
Arcanobacterium haemolyticum 1(3,8)

Actinomyces pyogenes 1(3,8)

Miscellaneous Gram negativ bacille 1(3,8)

Pediococcus 1(3,8)

Gemella haemolysans 4(12,1)
Gesamtanzahl 200 245

Hinsichtlich Art und Haufigkeit vorkommender fakultativer anaerober Bakteriengenera
war zwischen beiden Studiengruppen kein signifikanter Unterschied festzustellen
(siehe Anhang, Tab. 10A).

In beiden Studiengruppen, CF-Patienten und Kontrollprobanden, waren die am
haufigsten identifizierten fakultativen Anaerobier Streptococcus spp., welche unter den
26 CF-Patienten bei 25 Patienten (96,2%) mindestens einmal nachgewiesen werden
konnten. Insgesamt wurden 258 Streptokokken in den 104 Zahntaschen der CF-
Patienten isoliert. In der Kontrollgruppe wiesen alle 33 Teilnehmer (100%) in
mindestens einer Zahntasche einen Vertreter dieser Bakteriengruppe auf, insgesamt
lagen hier 333 dieser Keime vor. Insgesamt konnten 15 verschiedene Streptokokken
Spezies unterschieden werden. Bei den CF-Patienten konnten Staphylococcus spp.
am zweithaufigsten nachgewiesen werden, 16 CF-Patienten (61,5%) wiesen diesen
Keim auf (insgesamt 41 Keime in allen untersuchten Zahntaschen), gefolgt von
Stomatococcus spp. (53%), Micrococcus spp. (26,9%), Enterococcus spp. (19,2%),
und Pseudomonas spp. (11,5%).

In der Kontrollgruppe kamen Stomatococcus spp. (60,6%) geringfligig haufiger vor als
Staphylococcus spp. (54,5%), ihnen folgten ebenfalls Micrococcus spp. (18,2%)
(Abb. 9).

Der humanpathogene Keim P. aeruginosa konnte nur bei drei CF-Patienten
nachgewiesen werden. S. aureus war bei acht CF-Patienten und elf gesunden

Studienteilnehmern in den Zahntaschen vorzufinden.
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Abbildung 9: Haufigkeiten (%) fakultativ anaerober Genera im parodontalen Sulkus
von m CF-Patienten (n=26) und = Kontrollprobanden (n=33)

4.1.2 Identifizierung obligater Anaerobier in Zahntaschen von CF-Patienten und

Kontrollprobanden

Unter streng anaeroben Bedingungen konnten bei 58 der 59 Studienteilnehmern
(98,3%) obligat anaerobe Bakterien im parodontalen Sulkus nachgewiesen werden.
169 Bakterien konnten insgesamt bei den CF-Patienten isoliert werden, wobei
durchschnittlich 6,4 £ 3,2 Keime pro Patient und 1,6 + 1,0 Keime in jeder untersuchten
Zahntasche vorlagen. Nur bei lediglich einem CF-Patienten konnte kein obligat

anaerobes Bakterium identifiziert werden.

Innerhalb der Kontrollgruppe wiesen alle Teilnehmer (100%) obligat anaerobe
Bakterien auf. Insgesamt konnten 247 obligate Anaerobier vorgefunden werden (235
unter den Erwachsenen und 12 bei den Kindern). Durchschnittlich wurden fur jeden
Probanden 7,5 = 3,1 Bakterien identifiziert (7,8 = 3,0 fur die erwachsenen Teilnehmer
und 4,0 £ 1,7 bei den Kindern). Pro Zahntasche waren 1,9 + 1,1 Keime aufzuweisen
(2,0 £ 1,1 bei den Uber 18 jahrigen und 1,0 + 1,0 bei den Kindern).

Bei den obligaten Anaerobiern konnten insgesamt 16 Genera und 25 Spezies isoliert
werden, auf die CF-Patienten entfielen dabei 14 verschiedene Genera und 21 Spezies,

auf die Kontrollgruppe 13 unterschiedliche Genera und 22 Spezies (Tab. 2).
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Tabelle 2: Obligate Anaerobier im parodontalen Sulkus von CF-Patienten (n=26) und
Kontrollprobanden (n=33) (in %)

Genus Spezies CF-Patienten Kontrollgruppe
Staphylococcus saccharolyticus 23 (88,5) 33 (100)
Peptostreptococcus prevotii 9 (34,6) 17 (51,5)
anaerobius 4 (15,4) 4(12,1)
micros 1(3,8) 4 (12,1)
asaccharolyticus 1(3,8)
Clostridium limosum 4 (15,4) 1(3,0)
difficile 2(7,7) 8 (24,2)
hastiforme 2(7,7) 3(9,1)
butyricum 2(7,7)
bifermentans 2(6,1)
novyi A 1(3,0)
Veillonella 7 (26,9) 15 (45,5)
Eubacterium limosum 6 (23,1) 3(9,1)
Fusobacterium necrophorum 5(19,2) 9 (27,3)
mortiferum 1(3,0)
Wolinella 5(19,2) 7 (21,2)
Streptococcus constellatus 2(7,7)
Prevotella corporis 1(3,8) 4(12,1)
loescheii 1(3,8)
stercoris 2(6,1)
Propionibacterium aches 1(3,8)
granulosum 2 (6,1)
Capnocytophaga 1(3,8)
Gemella morbillorum 1(3,8) 2(6,1)
Bacteroides stercoris 1(3,8) 1(3,0)
tectum 1(3,0)
Bifidobacterium 1(3,8)
Mobiluncus curtisii 7(21,2)
Campylobacter gracilis 2 (6,1)
Gesamtanzahl 80 129
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Auch fur die obligaten Anaerobier lieRen sich vergleichbare Werte fur die Haufigkeiten
der in den Zahntaschen beider Studiengruppen identifizierten Genera nachweisen
(Abb. 10). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen CF-Patienten und
gesunden Kontrollprobanden (siehe Anhang, Tab. 11A). Sowohl bei den CF-Patienten
als auch bei den Kontrollprobanden waren Staphylococcus spp. die am haufigsten
nachzuweisenden obligat anaeroben Bakterienarten. Diese lagen bei 88,5% der CF-
Patienten und 100% der gesunden Teilnehmer vor. Insgesamt konnte in den 104
untersuchten Zahntaschen der CF-Patienten 85-mal S. saccharolyticus isoliert werden,
in den 132 Zahntaschenproben der Kontrollprobanden 113-mal. Es folgten
Peptostreptococcus spp. (46,2% der CF-Patienten, 60,6% der Kontrollgruppe),
Veillonella spp. (30,8% der CF-Patienten, 45,5% der Gesunden) und Clostridium spp.
(26,9% unter den CF-Patienten und 42,4% der Kontrollprobanden). Insgesamt, mit
Ausnahme von Eubacterium spp. und Wolinella spp., konnten die einzelnen Genera
bei den gesunden Studienteilnehmer geringfugig haufiger nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Haufigkeiten (%) obligat anaerober Genera im parodontalen Sulkus von
m CF-Patienten (n=26) und = Kontrollprobanden (n=33)
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4.2 Quantifizierung fakultativer und obligater Anaerobier im Sputum von
CF-Patienten

24 der 26 CF-Patienten konnten spontan Sputum expektorieren, welches auf das
Vorhandensein fakultativer und obligat anaerober Bakterien untersucht wurde. Bei
allen Teilnehmern konnten fakultative Anaerobier nachgewiesen werden, bei 19
Patienten konnten, unter streng anaeroben Bedingungen, daneben auch obligate
Anaerobier im Sputum isoliert werden. Die mittleren Keimzahlen betrugen fir die
fakultativen Anaerobier 8,6 x 10" + 7,5 x 10" KBE/ml (3,5 x 10° KBE/ml bis 2,3 x 10°
KBE/ml), unter den obligaten Anaerobiern lag diese bei 1,2 x 10" + 1,0 x 10’ KBE/ml
(1,1x 10° KBE/ml bis 3,5 x 10'; siehe Anhang, Tab. 3A).

4.3 Vergleich der mikrobiellen Zusammensetzung des Sputums von CF-Patienten

mit der des parodontalen Sulkus von CF-Patienten und Gesunden
4.3.1 Fakultative Anaerobier

In jeder der 24 Sputumproben (100%) wurden fakultative Anaerobier nachgewiesen.
Durchschnittlich wurden 4,25 + 1,5 Bakterien in jeder Sputumprobe isoliert, wobei

jeweils ein bis zu acht Bakterienarten vorlagen.

Es konnten 10 Genera und 25 Spezies unterschieden werden (Tab. 3). Insgesamt
wurden 102 fakultativ anaerobe Bakterien identifiziert. In 21 von 24 Sputumproben
konnte mindestens ein Streptococcus spp. isoliert werden, mit 87,5% stellen diese
Bakterien damit die haufigsten fakultativen Anaerobier im Sputum dar. Es folgten
Pseudomonas spp. (58,3%), Staphylococcus spp. (45,8%) und Burkholderia spp.
(29,2%).
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Tabelle 3: Anzahl fakultativer Anaerobier im Sputum von CF-Patienten (n=24) (in %)

Genus Spezies Anzahl
Streptococcus salivarius 15 (62,5)
pneumoniae 13 (54,2)
parasanguis 10 (41,7)
intermedius 4 (16,7)
gordonii 4 (16,7)
uberis 3 (12,5)
cricetus 2 (8,3)
crista 2 (8,3)
sanguis 1(4,2)
anginosus 1(4,2)
agalactinae 1(4,2)
Staphylococcus aureus 8 (33,3)
epidermidis 2 (8,3)
simulans 1(4,2)
Pseudomonas aeruginosa 14 (58,3)
Burkholderia cepacia 6 (25)
gladiolii 1(4,2)
Micrococcus luteus 2 (8,3)
sedentarius 1(4,2)
Enterococcus rafinosus 3 (12,5)
Bacillus subtilis 2 (8,3)
brevis 1(4,2)
Stenotrophomonas maltophilia 2 (8,3)
Klebsiella oxytoca 2 (8,3)
Gemella haemolysans 1(4,2)
Gesamtanzahl 102
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P. aeruginosa, ein charakteristischer Keim der CF-Lunge, konnte aus 14 von 24
Proben (58,3%) isoliert werden, dies war auch der am zweithaufigsten vorkommende
fakultative Anaerobier unter den 25 identifizierten Spezies. S. aureus (8 X, 33,3%),
ebenfalls ein CF-typischer Keim, lag am funfhaufigsten vor. B. cepacia konnte in 6

Proben (25%) isoliert werden, und auch St. maltophilia lag in 2 Sputen (8,3%) vor.

Bei sieben Patienten wurde P. aeruginosa als einziger Vertreter der CF-typischen
fakultativen Anaerobier nachgewiesen. Bei weiteren sieben Patienten wurde
mindestens ein zusatzlicher charakteristischer CF-Keim identifiziert (2 x P. aeruginosa
zusammen mit S. aureus und B. cepacia, 2 x P. aeruginosa zusammen mit B. cepacia,
2 x P. aeruginosa zusammen mit St. maltophilia und 1 x P. aeruginosa zusammen mit
S. aureus). In einer Probe lagen S. aureus und B. cepacia zusammen vor. In vier
Sputen lag S. aureus isoliert vor, in einer weiteren Probe B. cepacia als alleiniger
Vertreter der CF-typischen Keime. Insgesamt wurde in 20 Sputen (83,3%) das

Vorkommen dieser fakultativen Anaerobier nachgewiesen.

Sowohl im Sputum der CF-Patienten, als auch in den Zahntaschen aller
Studienteilnehmer waren Streptococcus spp. die am haufigsten nachzuweisenden
fakultativen Anaerobier. In 87,5% aller CF-Sputen und in mindestens einer Zahntasche
von 96,2% der CF-Patienten und 100% der Kontrollprobanden konnte wenigstens ein
mikroaerophiler Streptokokkus nachgewiesen werden. Auch Staphylococcus spp.
wurden im Sputum und Zahntaschen, sowohl bei CF-Patienten als auch bei gesunden
Teilnehmern, in vergleichbarer Anzahl nachgewiesen. Pseudomonas spp. konnten nur
bei den CF-Patienten isoliert werden, im Sputum (58,3%) lagen sie dabei etwa fliinfmal
haufiger vor als in den Zahntaschen (11,5%). Burkholderia spp. und
Stenotrophomonas spp. konnten nur in den Sputen der CF-Patienten nachgewiesen
werden (Abb. 11). Burkholderia spp. konnte aus sieben Sputumproben isoliert werden.
Nur fur diese Bakterien konnte ein signifikanter Unterschied (p=0,003) in der Haufigkeit
zwischen den in den Zahntaschen und Sputum von CF-Patienten vorkommenden

Keimarten aufgezeigt werden (siehe Anhang, Tab. 12A).
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Abbildung 11: Vergleich der Haufigkeiten (%) fakultativ anaerober Genera im Sputum
von m CF-Patienten (n=24) und im parodontalen Sulkus von m CF-Patienten (n=26) und
Kontrollprobanden (n=33)

Bei 21 der 24 CF-Patienten, die Sputum abgeben konnten (87,5%), wurden identische
Spezies sowohl im Sputum als auch in mindestens einer Zahntasche identifiziert (in der
vorliegenden Arbeit als ,Paare” bezeichnet, Abb. 13). Insgesamt konnten 39
fakultative Anaerobier als solche ,Paare“ nachgewiesen werden (Tab. 4). Von 14
Patienten die P. aeruginosa im Sputum aufwiesen, trat dieser bei zwei Patienten auch
in mindestens einer Zahntasche auf (14,3%). S. aureus konnte bei drei von acht

Patienten (37,5%) zur gleichen Zeit in beiden Kompartimenten nachgewiesen werden.

Bei den weiteren Paaren handelte es sich um Streptococcus spp., wobei Str. salivarius
und Str. pneumoniae bei jeweils elf Patienten, Str. parasangius bei sieben, Str. gordonii
bei zwei und Str. cricetus und Str. uberis jeweils bei einem Patienten gleichzeitig im
Sputum und parodontalen Sulkus auftraten. Andere Spezies konnten nicht als Paare
nachgewiesen werden. Bei elf Patienten traten mehrere Paare nebeneinander auf, ein
Patient wies vier Paare auf. In acht Fallen trat der gleiche Keim gleichzeitig sowohl im
Sputum, als auch in allen vier untersuchten Zahntaschen eines Patienten auf. Bei zehn
Paaren konnte der Keim im Sputum und drei Zahntaschen nachgewiesen werden, 12-
mal in Sputum und zwei Zahntaschen und neunmal im Sputum und nur einer
Zahntasche.
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Tabelle 4:  Verteilung der zeitgleich in  Sputum und parodontalen Sulkus
nachgewiesenen fakultativen Anaerobier (Paare) nach Kompartimenten
Probe Paar Lokalisation
Sputum l.Quadrant Il.Quadrant Ill.Quadrant IV.Quadrant
CF 01 sStr. parasanguis X X X X
Str. salivarius X X X X
CF 02 S. aureus X X X X
Str. pneumoniae X X X
Str. gordonii X X
CF 03 Str. salivarius X X X
Str. pneumoniae X X
CF 04 S. aureus X X
CF 05 P. aeruginosa X X
Str. salivarius X X X
Str. pneumoniae X X X
CF 06 Str. pneumoniae X X X
Str. salivarius X X X X X
Str. parasanguis X X X
CF 07 Str. pneumoniae X X X
CF 08 S. aureus X X X X X
CF 10 Str. salivarius X X
Str. parasanguis X X X X
CF 12 Str. salivarius X X X
Str. pneumoniae X X X X X
Str. gordonii X X
CF 15 P. aeruginosa X X
CF 16 Str. parasanguis X X X
CF 17 Str. salivarius X X X X X
CF 18 Str. salivarius X X X
CF 19 Str. pneumoniae X X X X
CF 20 S. aureus X X X X
CF 21 Str. salivarius X X X X X
Str. pneumoniae X X
Str. cricetus X X X X
Str. uberis X X X X X
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Probe Paar

Lokalisation

Sputum l.Quadrant Il.Quadrant Ill.Quadrant IV.Quadrant

CF 23
CF 24

CF 25

CF 26

Str.
Str.
Str.
Str.
Str.
Str.
Str.
Str.

pneumoniae
salivarius
parasanguis
salivarius
parasanguis
pneumonia
parasanguis
pneumoniae

X

X X X X X X X

X
X
X

X

X X X X X X X

X
X

X

4.3.2 Obligate Anaerobier

Unter den 24 Sputumproben konnten in 19 Sputen obligate Anaerobier nachgewiesen

werden (79,2%). Im Durchschnitt lagen 1,4 £ 1,2 Bakterien in jeder Probe vor. Maximal

vier Keime konnten aus einer Sputumprobe isoliert werden.

Insgesamt wurden 33 obligate Anaerobier in allen Proben identifiziert, wobei sieben

Genera und zehn Spezies unterschieden werden konnten (Tab. 5). S. saccharolyticus

(17 x) und P. prevotii (6 x) waren die am haufigsten nachgewiesenen Spezies.

C. difficile, Veillonella spp. wurden jeweils aus zwei Sputen isoliert, weitere Spezies

lagen jeweils nur einmal vor.

Tabelle 5: Anzahl obligater Anaerobier im Sputum von CF-Patienten (n=24) (in %)

Genus Spezies Anzahl
Staphylococcus saccharolyticus 17 (70,8)
Peptostreptococcus prevotii 6 (25)
Clostridium difficile 2 (8,3)
limosum 1(4,2)
butyricum 1(4,2)
clostridioforme 1(4,2)
Veillonella 2 (8,3)
Wolinella 1(4,2)
Fusobacterium necrophorum 1(4,2)
Propionibacterium aches 1(4,2)
Gesamtanzahl 33
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Der Vergleich von Sputumproben mit Proben des parodontalen Sulkus von CF-
Patienten und denjenigen gesunder Kontrollprobanden zeigte eine vergleichbare
Verteilung der haufigsten Genera (Abb. 12). Uberwiegend konnte in allen drei Gruppen
Staphylococcus spp. nachgewiesen werden, gefolgt von Peptostreptococcus spp.,
Clostridium spp. und Veillonella spp., wobei der jeweilige Genus am haufigsten in den
Zahntaschen der Kontrollgruppe vorlag, und in geringerer Anzahl in den
Sputumproben. Allein Wolinella spp. konnte geringfligig haufiger in den Zahntaschen
der CF-Patienten nachgewiesen werden als in den Zahntaschen der gesunden
Studienteilnehmer und Propionibacterium spp. lag geringfugig haufiger im Sputum vor
als in den Zahntaschen der CF-Patienten. Ein signifikanter Unterschied
nachgewiesener Keimarten bestand zwischen beiden Studiengruppen nicht (siehe
Anhang, Tab. 11A).
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Abbildung 12: Vergleich der Haufigkeiten (%) obligat anaerober Genera im Sputum
von = CF-Patienten (n=24) und im parodontalen Sulkus von m CF-Patienten (n=26) und
Kontrollprobanden (n=33)

17 der 19 CF- Patienten, bei denen obligate Anaerobier in den Sputumproben vorlagen

(89,5%) wiesen gleichzeitig identische Spezies obligater Anaerobier in Sputum und
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Zahntaschen auf (bezogen auf die 24 CF-Patienten, welche Sputum expektorierten
70,83%, Abb. 13). Insgesamt wurden 22 Paare isoliert (Tab. 6), wobei allein 16-mal
(72,7%) S. saccharolyticus vorlag. Ps. prevotii wurde viermal, Veillonella spp. und C.
butyricum jeweils einmal zeitgleich in Sputum und mindestens einer Zahntasche
nachgewiesen. Bei vier Patienten konnten mehrere Paare nebeneinander identifiziert
werden. Bei 13 Paaren konnte das jeweilige Bakterium sowohl im Sputum, als auch in
allen vier untersuchten Zahntaschen des Patienten isoliert werden, wobei hier immer
S. saccharolyticus vorzufinden war. In zwei Féllen lag der Keim neben dem Sputum
auch in drei Zahntaschen vor, viermal in zwei Zahntaschen und dreimal in nur einer

einzigen Zahntasche.

Tabelle 6: Verteilung der zeitgleich in Sputum und parodontalen Sulkus
nachgewiesenen obligaten Anaerobier (Paare) nach Kompartimenten

Probe Paar Lokalisation
Sputum I. Quadrant Il. Quadrant Ill. Quadrant IV. Quadrant

CF 02 S. saccharolyticus X X X X X
Ps. prevotii X X
CF 03 S. saccharolyticus X X X X X
CF 04 Ps. prevotii X X
CF 06 S. saccharolyticus X X X X X
CF 07 S. saccharolyticus X X X X
CF 08 S. saccharolyticus X X X X X
C. butyricum X X X
CF 10 S. saccharolyticus X X X
Ps. prevotii X X X
CF 12 S. saccharolyticus X X X X X
CF 14 S. saccharolyticus X X X X X
CF 15 S. saccharolyticus X X X X X
CF 16 S. saccharolyticus X X X X X
CF 18 S. saccharolyticus X X X X X
CF 19 S. saccharolyticus X X X X
CF 20 S. saccharolyticus X X X X
CF 22 S. saccharolyticus X X X X X
Ps. prevotii X X
Veillonella spp. X X X
CF 24 S. saccharolyticus X X X X X
CF 26 S. saccharolyticus X X X X X
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Abbildung 13: Haufigkeit (%) gleichzeitig in Sputum und mindestens einer Zahntasche
auftretender identischer Spezies von CF-Patienten (n=24) fur fakultative Anaerobier (m)
und obligate Anaerobier (o)

4.4 Resistenzbestimmung

Unter der Annahme, dass die regelmafRige Antibiose der CF-Patienten zu einer
hoheren Resistenzrate der Bakterien fiuhrt, wurden insgesamt 388 obligate Anaerobier
auf ihre antibiotische Empfindlichkeit gegeniber Azithromycin (AZM), Colistin (CS),
Meropenem (MRP), Piperacilin/Tazobactam (TZP), Ceftazidim (CAZ), Metronidazol
(LZ) und Clindamycin (CD) untersucht. Getestet wurden 160 Keime aus den
parodontalen Sulci der CF-Patienten, 202 obligate Anaerobier aus den Zahntaschen

der Kontrollgruppe und 26 Bakterien aus dem Sputum der CF-Patienten.

In beiden Studiengruppen konnte eine hohe Anzahl resistenter obligat anaerober
Bakterien nachgewiesen werden (Abb. 14). Uber die Halfte der 160 getesteten
obligaten Anaerobier aus den Zahntaschen der CF-Patienten waren resistent
gegenuber Ceftazidim (67,5%) und Azithromycin (54,4%). Auch die obligat anaeroben
Bakterien aus den Sputumproben zeigten vergleichbar hohe Resistenzen gegeniber
diesen beiden Antibiotika (61,5% gegeniber Azithromycin und 57,7% gegenuber
Ceftazidim). Auch wies Piperacillin/Tazobactam bei anndhernd der Halfte der
untersuchten Keime der CF-Patienten nur eine geringe Wirksamkeit auf. 46,2% der
Zahntaschenbakterien und 42,3% der Sputumkeime waren resistent gegenuber dieser
antibiotischen Substanz. Gegeniber Metronidazol, einem Antibiotikum, welches nicht
in der CF-Therapie eingesetzt wird, lieRen sich unter den CF-Patienten mehr resistente
Bakterien nachweisen (28,8% der Bakterien aus den parodontalen Sulci, 42,3% der

Sputumkeime), als gegenuber Colistin, ein haufig in der CF-Therapie verwendetes
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Antibiotikum (25,6% der Zahntaschenkeime, 34,6% der Sputumbakterien). Eine hohe
antibiotische Empfindlichkeit lie3 sich dagegen gegeniber Clindamycin nachweisen,

Uber 90% aller getesteten obligaten Anaerobier waren sensibel.

Fur die obligaten Anaerobier aus den Zahntaschen der Kontrollgruppe ergaben sich
ebenfalls hohe Anzahlen resistenter Stamme. Auch in dieser Gruppe waren fast die
Halfte der untersuchten Bakterien gegeniber Ceftazidim (48%) und Piperacillin/
Tazobactam (43,1%) resistent. Eine hohe Anzahl sensibler obligat anaerober Keime
konnte gegentiber Meropenem und Clindamycin nachgewiesen werden. Unter den 202
untersuchten Bakterien waren nur 12 (5,9%) resistent gegeniiber Meropenem und nur
7 (3,5%) gegeniber Clindamycin.

Trotz ebenfalls hoher Anzahlen resistenter Keimarten in den Zahntaschen der
gesunden Teilnehmer, bestehen im Vergleich zu den CF Patienten doch signifikante
Unterschiede in der antibiotischen Empfindlichkeit gegentber finf der getesteten
sieben Antibiotika. Eine signifikant hhere Anzahl von Bakterien aus den parodontalen
Sulci der CF-Patienten, im Vergleich zur Kontrollgruppe, konnten als resistent
gegeniuber Meropenem (p=0,001), Ceftazidim (p=0,001), Metronidazol (p=0,01),
Clindamycin (p=0,02) und vor allem gegeniiber Azithromycin (p=2,05 x 10*°) eingestuft
werden (siehe Anhang, Tab. 15A).
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Abbildung 14: Haufigkeit (%) resistenter obligat anaerober Bakterien in m CF-Sputen
(n=26), m CF-Zahntaschen (n=160) und Zahntaschen der = Kontrollgruppe (h= 202)
AZM: Azithromycin, CS: Colistin, MRP: Meropenem, TZP: Piperacillin/Tazobactam,
CAZ: Ceftazidim, LZ: Metronidazol, CD: Clindamycin
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Vor dem Hintergrund, dass Bakterien des parodontalen Sulkus eine mégliche Quelle
der chronischen Lungeninfektion bei Patienten mit CF darstellen, wurden explizit die
gleichzeitig in Sputum und Zahntaschen vorkommenden Keime auf ihre antibiotische
Empfindlichkeit getestet. Untersucht wurden die 91 obligaten und 134 fakultativen
Anaerobier, welche als Paare nachgewiesen worden waren. Die minimale
Hemmkonzentration in ug/ml und das damit ermittelte Resistenzmuster eines im
Sputum vorkommenden Keimes, wurde mit dem Resistenzmuster des dazugehdrigen

Keimes aus der Zahntasche verglichen (Tab. 7).

Tabelle 7: Vergleich der Resistenzmuster anhand der minimalen Hemmkonzentration
in ug/ml, exemplarisch flr zwei obligate Anaerobier

Probe Lok. Resistenzmuster
AZM CS MRP TZP CAZ LZ CD

S. sacch. Sp. r(256) s(0,38) s(0,032) r(256) r(24) s(8) s(1)
.Q. r(256) s(0,5 s(0,094) r(256) r(16) s(12) s(1)
I.Q. r(256) s(0,5) s(0,047) r(256) r(16) s(12)  s(0,75)
N.Q. r(256) s(0,5) s(0,032) r(256) r(24) s(8)  s(0,75)
IV.Q. r(256) s(0,38) s(0,38) r(256) r(16) i(16) s(1)

Ps. prevotii  Sp. r(256) r(256) s(0,047) s(1) s(0,75) r(256) r(256)
. Q. s(0,5 r(256) s(0,008) s(0,25) s(0,19) r(256) s(0,023)

Abkirzungen: Lok.: Lokalisation, S. sacch.: Staphylococcus saccharolyticus,
Ps.: Peptostreptococcus, Sp.: Sputum, Q.: Quadrant, AZM: Azithromycin, CS: Colistin,
MRP: Meropenem, TZP: Piperacillin/Tazobactam, CAZ: Ceftazidim, LZ: Metronidazol,
CD: Clindamycin, s: sensibel, i: intermedidr, r: resistent

Unter den 17 CF-Patienten, bei denen obligaten Anaerobier als Paare auftraten,
konnten bei neun Patienten (52,9%) Paare mit identischem Resistenzmuster
nachgewiesen werden. Alle diese Paare konnten gegentuber den sieben untersuchten
Antibiotika identisch in sensibel, intermedidr und resistent eingeteilt werden. Es
bestanden nur minimale Differenzen innerhalb der ermittelten minimalen
Hemmkonzentration. Insgesamt wurden unter den 22 anaeroben Paaren zehn mit
identischem Muster nachgewiesen. Es handelte sich dabei achtmal um

S. saccharolyticus, einmal Veillonella spp. und einmal Ps. prevotii. Zusatzlich wurden
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zwei Paare, jeweils erneut S. saccharolyticus, mit sehr dhnlichem Resistenzmuster
ermittelt, wobei hier nur maximal ein Unterschied im Resistenzmuster vorlag und der
entsprechende Keim gegenlber einem einzigen Antibiotikum als intermediar anstatt
sensibel oder resistent eingestuft worden war (Tab. 7). Bezogen auf eine mdgliche
Mehrfach-Paarbildung, also das gleichzeitige Vorkommen eines Keimes im Sputum
und in mehreren Zahntaschen, konnten insgesamt 17 Paare mit identischen

Resistenzmustern und neun mit sehr ahnlichen Resistenzmustern identifiziert werden.

Bei zehn von 21 Patienten (47,6%), die fakultativ anaerobe Bakterien paarweise
aufwiesen, konnten identische Resistenzmuster nachgewiesen werden. Dabei handelte
es sich hauptsachlich um Streptococcus spp., nur jeweils einmal wurde fir

P. aeruginosa und S. aureus das gleiche Muster ermittelt.

Von insgesamt 39 fakultativ anaeroben Paaren konnten zwo6lf mit identischem und
neun mit sehr ahnlichem Resistenzmuster, darunter zweimal S. aureus, aufgezeigt
werden. Bei Betrachtung einer mdoglichen Mehrfach-Paarbildung eines Keimes,
handelte es sich um 20 Paare mit identischen Resistenzmustern und 16 mit nahezu

identischer antibiotischer Empfindlichkeit.
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5 Diskussion

5.1 Einfluss der Antibiotikatherapie auf die mikrobielle Zusammensetzung der

Zahntaschen von CF-Patienten

Patienten mit CF erhalten eine regelméafige antibiotische Therapie, entweder als
Standardantibiose oder als zusétzliche Therapie in der akuten Exazerbation. Unter der
Annahme, diese Antibiotikatherapie kdnne zu einer veranderten Zusammensetzung
der mikrobiellen Kolonisation fiihren, beispielsweise durch Ausrottung sensibler
Bakterienstamme, wurde die bakterielle Besiedlung der parodontalen Sulci von CF-
Patienten und Gesunden hinsichtlich Art und Haufigkeit vorkommender Spezies
verglichen.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass kein Unterschied in der
mikrobiellen Zusammensetzung zwischen CF-Patienten und Gesunden besteht. Die
starke Antibiose der Patienten fihrt, im Gegensatz zu der Ausgangshypothese,
offensichtlich zu keiner reduzierten Bakterienvielfalt in den parodontalen Sulci. Es
besteht kein signifikanter Unterschied hinsichtlich Art und H&aufigkeit vorkommender
Bakterien zwischen beiden Studiengruppen (Abb. 9 und 10).

Die Identifizierung vielfaltiger obligater Anaerobier in den parodontalen Sulci ist nicht
Uberraschend. Zahntaschen sind ein bekanntes Reservoir obligat anaerob wachsender
Bakterien (Socransky et al., 1998). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer
Studie von Tunney, in der gezeigt wurde, dass eine antibiotische Therapie gegen
fakultative Anaerobier nur einen minimalen Einfluss auf die Haufigkeit obligater
Anaerobier im Sputum hat (Tunney et al.,, 2011), wurde in der vorliegenden Studie
ebenfalls eine Vielfalt obligater Anaerobier auch in den parodontalen Sulci

nachgewiesen.

5.2 ldentifizierung gleicher Bakterienspezies in den parodontalen Sulci von CF-

Patienten und Gesunden

Bei allen Studienteilnehmern konnten fakultative Anaerobier in den Zahntaschen
nachgewiesen werden. Insgesamt wurden 14 Genera fur beide Studiengruppen
identifiziert, wobei 8 identische Genera bzw. 24 identische Spezies in beiden Gruppen
in vergleichbarer Haufigkeit vorlagen. Es handelte sich dabei um die Bakterienarten,
welche in beiden Studiengruppen jeweils sehr haufig nachgewiesen werden konnten.
Genera, die ausschlief3lich bei CF-Patienten bzw. ausschlie3lich bei Gesunden isoliert

wurden, waren jeweils nur sehr selten aufzuzeigen.
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In beiden Studiengruppen waren Streptococcus spp. die am haufigsten isolierten
Keimarten. Sie gehotren zur Standortflora der parodontalen Sulci (Sokransky et al.,
1998). Der CF-typische fakultativ anaerobe Keim P. aeruginosa konnte nur bei drei CF-
Patienten isoliert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Untersuchungen von
Komiyama und Mitarbeitern tGberein. Auch sie wiesen P. aeruginosa in nur 5 von 31
Proben von Zahnbelag bei Patienten mit CF nach, und nur bei einem einzigen
gesunden Teilnehmer isolierten sie P. aeruginosa auf dem Zungenricken, nicht jedoch
in supragingivaler Plague oder anderen Entnahmestellen der Mundhéhle (Komiyama et
al., 1985).

Bei 98,3% aller Studienteilnehmer wurden obligate Anaerobier in den parodontalen
Sulci nachgewiesen, wobei kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser
Bakterien und der Zahngesundheit bestand. Auch die drei untersuchten Kinder wiesen
obligat anaerob wachsende Bakterien in den Zahntaschen auf. Die Tiefe der
Zahntasche hatte keinen Einfluss auf die Anzahl unterschiedlicher nachgewiesener
obligater Anaerobier. So wurden in den Proben aus Zahntaschen mit einer Tiefe von 2
mm teilweise hohere Anzahlen unterschiedlicher obligat anaerob wachsender
Keimarten isoliert, als in Zahntaschen mit 6 mm Tiefe. Allerdings wurde in der
vorliegenden Studie keine Quantifizierung der Zahntaschenbakterien durchgefiihrt. So
konnten parodontal-pathogene Bakterien, wie beispielsweise Ps. micros und
Fusobacterium spp. (Sokransky et al., 1998; Boutaga et al., 2005) zwar regelméafig in
den Zahntaschen mit einer Tiefe von tUber 4 mm isoliert werden, aber auch in den Sulci
von 2-3 mm Tiefe waren diese Keime festzustellen. Jedoch war keine Aussage daruber
moglich, ob in den tieferen Zahntaschen ein bestimmter parodontalpathogener Keim

guantitativ haufiger kolonisiert war als in physiologischen Taschen.

Insgesamt wurden 16 Genera und 25 obligat anaerobe Spezies isoliert, wobei in den
beiden Studiengruppen acht identische Genera bzw. 14 identische Spezies vorlagen.
Wie fir die fakultativ anaeroben Bakterien bestand auch bei den obligaten Anaerobiern
kein Unterschied hinsichtlich Art und H&ufigkeit vorkommender Genera zwischen

beiden Studiengruppen.

Der Nachweis gleicher Bakterienspezies in den Zahntaschen von CF-Patienten und
Gesunden spricht fur die Aufnahme dieser Keimarten aus der Umwelt. Fir ein
ubiquitares Vorkommen der Bakterien spricht auch, dass die Studienteilnehmer ihren
Wohnsitz nicht alle direkt in Halle hatten. Es scheinen keine regionalen Unterschiede in
der Exposition zu bestehen. Durch die vielfaltigen Kontaminationsquellen in der

Umwelt koénnen CF-Patienten offensichtlich nicht spezifisch vor einer solchen
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Kontamination oder gar Infektion geschitzt werden. Eine Aufnahme der normalerweise
apathogenen Bakterien aus der Umwelt, Uber beispielsweise Wasserreservoirs,
kontaminierte Gegenstande, Uber die Nahrung oder durch engen Kontakt mit
Familienmitgliedern oder anderen Personen (D6ring und Hgiby, 2004) ist unvermeidbar
und konnte einen initialen Schritt in der Entstehung chronisch-bakterieller
Lungeninfektionen darstellen. Dies gilt nicht nur fir die CF-typischen, fakultativ
anaeroben Pathogene, wie beispielsweise P. aeruginosa. Auch obligate Anaerobier,
deren Rolle in der Entstehung und Progression chronischer Lungeninfekte derzeit noch
nicht geklart ist, finden sich in zahlreichen Umweltreservoirs und Lebensmitteln
(Koneman et al., 1997).

5.3 Vergleich der Bakterien in den Zahntaschen und Sputumproben von
CF-Patienten

Um zu untersuchen, ob der parodontale Sulkus eine mogliche Kontaminationsquelle
der chronisch-bakteriellen Lungeninfektion bei Patienten mit CF darstellt, wurde die
bakterielle Zusammensetzung der Zahntaschen mit derjenigen des Sputums der CF-
Patienten verglichen. In allen untersuchten Sputumproben wurden fakultative
Anaerobier nachgewiesen. Deren Keimzahlen lagen bei 8,6 x 10’ + 7,5 x 10" KBE/ml|
(3,5 x 10° KBE/ml bis 2,3 x 10® KBE/ml). Auch in den Sputumproben der CF-Patienten
waren Streptococcus spp. die am haufigsten isolierten Keimarten. Str. intermedius, Str.
anginosus und Str. constellatus zahlen zur sogenannten Streptococcus milleri-Gruppe,
deren Rolle in der Pathophysiologie der CF nicht endgtiltig geklart ist. Ihnen wird eine
Triggerfunktion der akuten Exazerbation der CF postuliert (Sibley et al., 2008). In der
Studie von Sibley und Mitarbeitern wird ein Zusammenhang im Auftreten akuter
Exazerbationen und einem vermehrten Nachweis dieser Streptokokken nahegelegt. In
der vorliegenden Studie wurden diese Bakterien vor allem in den Zahntaschen
nachgewiesen, deutlich seltener jedoch in den Sputen der CF-Patienten. Dies ist
moglicherweise dadurch zu erklaren, dass keiner der Patienten zum Zeitpunkt der

Probenentnahme unter einer akuten Exazerbation litt.

Die zweithaufigste Bakterienspezies in den Sputumproben war P. aeruginosa (58,3%).
Wesentlich geringer, wenn auch nicht signifikant unterschiedlich, konnte dieser CF-
typische Keim in den Zahntaschen der CF-Patienten nachgewiesen werden (11,5%).
Auch in der Studie von Mainz wurde P. aeruginosa in den oberen Atemwegen seltener
nachgewiesen (46%) als in den Sputumproben (90,5%) (Mainz et al., 2009). Die

Arbeitsgruppe von Komiyama wies diesen Erreger in jeweils 45,2% der CF-Sputen und



Kapitel 5 Diskussion Seite 48

der Mundhohlenproben nach. Bezogen nur auf die supragingivale Plaque lag er jedoch
nur bei 16,2% der CF-Patienten vor (Komiyama et al. 1985).

In 19 von 24 Sputumproben konnten obligate Anaerobier festgestellt werden. Die
mittleren Keimzahlen lagen hier bei 1,2 x 10" + 1,0 x 10" KBE/ml (1,1 x 10°bis 3,5 x 10’
KBE/ml). Dieses Ergebnis bestétigt frihere Studien, in denen obligate Anaerobier in
den Sputen von CF-Patienten bereits in sehr hohen Keimzahlen nachgewiesen wurden
(Rogers et al., 2004; Field et al., 2005; Tunney et al., 2008; Worlitzsch et al., 2009). In
der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt sieben Genera und zehn Spezies in den
CF-Sputen unterschieden. In den Studien von Rogers und Tunney wurden Prevotella
spp. als haufigstes obligat anaerobes Genus nachgewiesen (Rogers et a., 2004,
Tunney et al., 2008). In der Studie von Worlitzsch et al. (2009) und in der vorliegenden
Studie waren Staphylococcus spp. die am haufigsten isolierten Bakterien. Prevotella
spp. konnte in dieser Studie nicht in den Sputumproben nachgewiesen werden.
Weitere in dieser Studie nachgewiesene obligat anaerobe Bakterien -
Peptostreptococcus spp., Clostridium spp., Veillonella spp., Wolinella spp.,
Fusobacterium spp. und Propionibacterium spp. — wurden auch bereits in anderen
Studien in den Sputumproben von CF-Patienten isoliert. Die Differenzen in der
Haufigkeit nachgewiesener Bakterien zwischen den einzelnen Studien lassen sich
eventuell durch regionale Unterschiede oder unterschiedliche Nachweistechniken,

antibiotikahaltige N&hrmedien sowie ldentifizierungssysteme erklaren.

Eine Untersuchung von Sputumproben gesunder Teilnehmer entfiel, da diese Sputum
nicht spontan expektorieren kénnen. Auf invasive Verfahren zur Gewinnung

vergleichbarer Proben aus der Lunge wurde in dieser Studie nicht zurtickgegriffen.

Alle in den Sputumproben identifizierten obligat anaeroben Bakteriengenera konnten
auch aus den parodontalen Sulci der CF-Patienten isoliert werden. In den Zahntaschen
der CF-Patienten fanden sich zusétzlich sechs obligat anaerobe Genera. Der Vergleich
der jeweils haufigsten Genera zeigt jedoch, dass kein Unterschied zwischen den

beiden Kompartimenten Zahntaschen und Sputum besteht.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass, mit Ausnahme von B. cepacia, kein
signifikanter Unterschied in der mikrobiellen Besiedlung von Sputum und Zahntaschen
der CF-Patienten bestand. Art und Haufigkeit vorkommender fakultativ und obligat

anaerober Genera waren vergleichbar (Abb. 11 und 12).
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5.4 Nachweis identischer Bakterien in den parodontalen Sulci und Sputen von
CF-Patienten

Bei 21 der 24 CF-Patienten (87,5%), welche fakultative Anaerobier im Sputum
aufwiesen, wurden identische Spezies gleichzeitig aus Sputum und mindestens einer
Zahntasche isoliert. Da einige Patienten mehrfach gleiche fakultativ anaerobe
Bakterienspezies in Sputum und mindestens einer Zahntasche aufwiesen, konnten
insgesamt 39 dieser ,Paare” festgestellt werden. Vor allem Streptococcus spp. waren
als Paare isoliert worden — jedoch keiner der Streptococcus-milleri-Gruppe — aber auch
P. aeruginosa und S. aureus traten vereinzelt sowohl in Sputum als auch in dem

parodontalen Sulkus eines Patienten gleichzeitig auf.

17 der 19 Patienten, welche obligate Anaerobier im Sputum enthielten (89,5%), wiesen
auch obligat anaerobe Bakterienspezies als Paare auf. Insgesamt konnte 22-mal ein
identisches obligat anaerobes Bakterium in Sputum und mindestens einer Zahntasche
nachgewiesen werden. S. saccharolyticus wurde dabei besonders haufig als Paar
identifiziert, seltener Ps. prevotii und nur jeweils einmal Veillonella spp. und C.

butyricum.

Eine mdgliche Kontamination der Lunge durch physiologische Bakterienreservoirs des
menschlichen Korpers wurde bereits in verschiedenen Studien vermutet. Der
zeitgleiche  Nachweis identischer, teilweise genotypisch Ubereinstimmender
P. aeruginosa-Stamme in den Nasennebenhéhlen und der Lunge von CF-Patienten
(Johansen et al., 2012) sowie die Isolation typischer Vertreter fakultativer und obligater
Anaerobier der Standortflora des Oropharynx in den Sputumproben von CF-Patienten
(Sibley et al., 2008; Tunney et al., 2008) sprechen fiir eine moégliche Kolonisation der

Lunge mit Bakterien aus den oberen Atemwegen.

Der parodontale Sulkus wurde bislang allerdings noch nicht als mogliche
Kontaminationsquelle betrachtet. Der Nachweis identischer Spezies in den
Zahntaschen und Sputen von CF-Patienten (Abb. 13) legt aber einen Zusammenhang
beider Kompartimente nahe. Eine Interaktion zwischen Sputum und Zahntaschen ist
madglich, wobei der Weg der Kontamination durch diese Studie nicht klar bewiesen
werden kann. So ist eine Kolonisation der Lunge mit Bakterien aus den parodontalen
Sulci zwar wahrscheinlich, aber auch eine Kontamination der Zahntaschen aus der

Lunge kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Untersuchung von vier Entnahmestellen in der Mundhéhle jedes Patienten liefert

nur einen Ausschnitt aller mdglichen Zahntaschen, wodurch die Anzahl identischer
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Paare vielleicht geringer ausfiel. Auf3erdem ist die Verwendung herkédmmlicher
mikrobiologischer Kulturen zur Differenzierung und ldentifizierung von Bakterien den
modernen molekularen Techniken unterlegen (Rogers et al., 2004; Bittar und Rolain,
2010; Zemanick et al.,, 2010). Jedoch ermdéglichen sie den Nachweis lebender
Bakterien und den Ausschluss falsch positiver Ergebnisse durch beispielsweise
Verunreinigungen und nicht funktionierende Primer. PCR-Techniken weisen eine sehr
hohe Sensitivitat auf (Boutaga et al., 2005), so dass eine mogliche Kontamination des
expektorierten Sputums nicht ausgeschlossen werden kann. Weiterhin ist durch die
Isolation lebender Bakterien die Untersuchung ihrer antibiotischen Empfindlichkeit
moglich (Worlitzsch et al., 2009; Tunney et al., 2011).

Eine mogliche Kontamination des expektorierten Sputums bei der Passage durch die
Mundhohle konnte in dieser Studie nicht ausgeschlossen werden. Dennoch legen die
Ergebnisse dieser Studie eine Kolonisation der Lunge mit Bakterien aus den
Zahntaschen nahe, da die gesunden Kontrollpersonen gleiche Keimarten in den
Zahntaschen auswiesen. Insbesondere deswegen, da es sich um immunkompetente
Personen handelte, die zum Zeitpunkt der Probenentnahme keinerlei Erkrankungen
oder Infekte aufwiesen. Es ist davon auszugehen, dass die Bakterien aus der
Mundhdohle, durch beispielswiese Aspiration, in die unteren Atemwege gelangen. Bei
Gesunden kommt es durch eine effiziente mukozilidre Clearance allerdings nicht zu
einer Ansiedlung der Bakterien in der Lunge. Unterstiitzt wird diese Annahme durch
andere Studien, wie von Worlitzsch et al. und Rogers et al.. Durch die von ihnen
verwendeten Techniken und ihre Ergebnisse konnten sie eine Kontamination
expektorierten Sputums von CF-Patienten ausschlielen (Rogers et al., 2006;
Worlitzsch et al., 2009).

5.5 Vergleich der antibiotischen Empfindlichkeit

Unter der Annahme, die erhdhte antibiotische Therapie der CF-Patienten kdnne zu
einem Anstieg resistenter Bakterien fihren, wurde die antibiotische Empfindlichkeit der
Bakterien aus parodontalen Sulkus und Sputum von CF-Patienten mit derjenigen von
Bakterien aus den Zahntaschen Gesunder verglichen. Eine Antibiose der CF-Patienten
richtet sich im klinischen Alltag vor allem gegen fakultative Anaerobier wie S. aureus
und P. aeruginosa (Gibson et al., 2003; Ratjen und Ddoring, 2003; Worlitzsch et al.,
2009). Auch in der akuten Exazerbation werden Antibiogramme meist nur fir diese
Keimarten angefordert. Dies ist dadurch begrindet, dass die pathophysiologische
Bedeutung der obligaten Anaerobier noch nicht endgultig geklart ist. Um einen

mdglichen Einfluss der Antibiose auf die Resistenzsituation der obligaten Anaerobier
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zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Studie fir diese Bakterien das

Resistenzprofil erstellt.

In beiden Studiengruppen konnten hohe Anzahlen resistenter Bakterien festgestellt
werden. Wobei die obligat anaeroben Bakterien der parodontalen Sulci der CF-
Patienten signifikant hohere Resistenzen gegenlber Azithromycin, Meropenem,
Ceftazidim, Metronidazol und Clindamycin aufwiesen, als diejenigen der Kontrollgruppe
(Abb. 14). Die Ausgangshypothese steigender Resistenzen durch die starke Antibiose

der CF-Patienten konnte demnach bestatigt werden.

Die hohe Anzahl an resistenten fakultativ anaeroben Bakterien bei den CF-Patienten
ist nicht Gberraschend, vor allem gegeniiber den sehr héufig verwendeten Antibiotika
Azithromycin und Colistin. Es handelt sich um Antibiotika der Standard- bzw.
Erhaltungstherapie der CF. Trotz der Tatsache, dass diese vor allem gegen fakultative
Anaerobier eingesetzt werden, sind auch hohe Resistenzen bei den obligaten
Anaerobiern festzustellen. Eine antibiotische Therapie der obligaten Anaerobier mit

diesen Medikamenten scheint fraglich erfolgreich.

Gegentber Ceftazidim lieBen sich besonders hohe Raten resistenter Stamme
nachweisen (67,5% resistente obligate Anaerobier in den Zahntaschen der CF-
Patienten, 57,7% in den Sputumproben). Auch Worlitzsch und Mitarbeiter stellten
insbesondere gegeniber diesem Antibiotikum hohe Anzahlen resistenter Keime fest
(Worlitzsch et al., 2009). Die Ergebnisse dieser beiden Studien lassen sich
beispielsweise dadurch erklaren, dass Ceftazidim besonders haufig am
Universitatsklinikum Halle (Saale) in der CF-Therapie eingesetzt wird. Auch konnten
sie zeigten, dass eine antibiotische Therapie gegen P. aeruginosa in der akuten
Exazerbation die Anzahl obligater Anaerobier nur geringfligig verringern konnte
(Worlitzsch et al., 2009). In einer Studie von Tunney und Mitarbeitern wurde ebenfalls
erkannt, dass die haufig gegen fakultative Anaerobier gerichtete Antibiose die Anzahl
dieser Keime in den Sputen von CF-Patienten zwar deutlich verringerte, aber nur einen

minimalen Effekt auf die Anzahl obligat anaerober Bakterien hatte (Tunney et al., 2011)

Die hohe Anzahl sensibler Stdmme gegentber Meropenem, welches vor allem in der
akuten Exazerbation der CF eingesetzt wird, ist positiv zu vermerken. Weniger als 20%
der obligaten Anaerobier der CF-Gruppe waren resistent gegentber diesem
Antibiotikum. Auch in Nordirland zeigte sich ein sehr hoher Prozentsatz von

Meropenem-sensiblen Stammen (Tunney et al., 2008). Eine antibiotische Therapie in
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der akuten Exazerbation der CF scheint mit diesem Medikament weiterhin

erfolgversprechend.

Gegeniber Metronidazol zeigten fakultative Anaerobier keinerlei Empfindlichkeit, alle
untersuchten Keime (100%) waren resistent gegeniiber diesem Medikament. Dies ist
insofern nicht dberraschend, da es sich um ein Antibiotikum handelt, welches
hauptséachlich gegen obligate Anaerobier eingesetzt wird und gegen welches die aerob
metabolisierenden Bakterien eine intrinsische Resistenz besitzen. Allerdings konnte
ebenfalls eine vergleichsweise hohe Anzahl resistenter obligater Anaerobier festgestellt
werden. Die obligaten Anaerobier der CF-Patienten wiesen gegeniber diesem
Antibiotikum sogar héhere Resistenzen auf als gegentber Colistin, dabei handelt es
sich bei Metronidazol um ein Antibiotikum, welches nicht in der CF-Therapie eingesetzt

wird.

Die hohen Raten resistenter Stamme der CF-Patienten gegentiber Metronidazol und
Clindamycin, welche nicht in der CF-Therapie eingesetzt werden sowie die
vergleichsweise hohen Resistenzen in der Kontrollgruppe gegeniiber allen getesteten
Antibiotika, lassen sich nur spekulativ erklaren, beispielsweise durch den haufigen
Einsatz von Clindamycin zur Endokarditisprophylaxe in der Zahnheilkunde (Brook et
al., 2005), oder dem vielfaltigen Einsatz von Metronidazol, als gegen Anaerobier
wirksames Antibiotikum, beispielsweise in der Gynakologie (Schmid et al., 2001),
Gastroenterologie (Olekhnovich et al., 2013) oder auch Zahnmedizin (Socransky et al.,
2013). Aber auch der zunehmende Einsatz verschiedener Antibiotika in der Tiermast
stellt einen Grund steigender Resistenzen dar (Hurd et al., 2004). Auch ein
Plasmidtransfer zur Resistenziibertragung zwischen gram-negativen Bakterien kdnnte
einen Grund fur die hohen Anzahlen resistenter Stamme darstellen (Wendt et al.,
2012).

5.6 Vergleich der Resistenzprofile identischer Paare

SchlieBlich wurden die Resistenzprofile der als Paare auftretenden identischen
Bakterien verglichen. Bei neun der 17 CF-Patienten, welche obligate Anaerobier als
Paare aufwiesen (52,9%), konnten identische Resistenzmuster ermittelt werden.
Bezogen auf alle 22 obligat anaeroben Paare waren es 17 Paare mit identischem
Resistenzprofil (77,3%). Fur die jeweiligen Paare lieRen sich identische minimale
Hemmkonzentrationen gegentber allen sieben getesteten Antibiotika nachweisen.

Auch unter den fakultativ anaeroben Bakterienpaaren lagen bei 10 von 21 Patienten
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(47,6%) identische Resistenzprofile vor. Von allen 39 fakultativ anaeroben Paaren

wurden 12 Paare identisch in sensibel, intermediar oder resistent eingeteilt (30,8%).

Dieses Ergebnis spricht fur eine Interaktion der beiden Kompartimente Sputum und
parodontaler Sulkus, wobei das Ergebnis identischer Resistenzprofile keinesfalls als
Beweis dienen kann, da es sich nicht um einen genotypischen Vergleich der Stamme

aus Lunge und Zahntaschen handelt.
5.7 Fazit

Der Nachweis gleicher Bakterienspezies in den Zahntaschen von CF-Patienten und
Gesunden sowie in den Sputumproben der CF-Patienten und das zeitgleiche Auftreten
identischer Spezies in den parodontalen Sulci und im Sputum bei Uber 70% der CF-
Patienten spricht fir eine mogliche Kontamination der Lunge aus den Zahntaschen.
Ebenfalls darauf hinweisend ist, dass in etwa 50% der identischen Paare auch die
Resistenzprofile Ubereinstimmten. Ein endgiltiger Beweis des Kontaminationsweges

aber fehlt, was fortfiihrende Studien erforderlich macht.



Kapitel 6 Zusammenfassung Seite 54

6 Zusammenfassung

Die Cystische Fibrose (CF) ist eine schwerwiegende, autosomal-rezessiv vererbte
Stoffwechselerkrankung mit Multiorganbeteiligung. In deren Folge entwickeln die
Patienten chronisch-bakterielle Lungeninfektionen, welche den Grund fur den
frihzeitigen Tod der Patienten darstellen. Vor allem die fakultativ anaeroben Bakterien
P. aeruginosa, S. aureus, B. cepacia, St. maltophilia, und H. influenzae werden fir die
Entstehung und Progression dieser Lungeninfektionen bei Patienten mit CF
verantwortlich gemacht. Das stark hypoxische Milieu innerhalb der Mukusplaques in
den Lungen der CF-Patienten fihrt aber auch zu einer Ansiedlung obligater
Anaerobier. Welche Rolle diese Bakterien in der Pathophysiologie der CF spielen, ist

nicht endguiltig geklart.

Zahlreiche mogliche Kontaminationsquellen mit den CF-pathogenen, fakultativen
Anaerobiern wurden bislang beschrieben. Nicht nur vielfaltige Umweltreservoirs spielen
dabei eine bedeutende Rolle, auch kérpereigene Kompartimente, wie beispielsweise
die Nasennebenhdhlen, werden als mogliche Ausgangspunkte einer Kontamination
vermutet. Wo die Quelle der Kontamination mit obligaten Anaerobiern liegt, ist bislang
unklar. Obligate Anaerobier gehéren unter anderem zur Standortflora des Oropharynx.
Bisher wurde allerdings nur in sehr wenigen Studien ein Zusammenhang zwischen

obligaten Anaerobiern der oberen Atemwege und der Lunge angenommen.

Derzeit steht nur eine symptomatische Behandlung der CF-Erkrankung zur Verfugung.
Vor allem eine antibiotische Therapie zeigt eine signifikant positive Auswirkung auf die
Prognose der Patienten. Diese haufige Antibiose, vor allem gegen die fakultativ

anaeroben Bakterien gerichtet, birgt die Gefahr steigender Resistenzraten.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Studie untersucht, ob der
parodontale Sulkus, als naturliches Reservoir obligater Anaerobier, eine mogliche
Infektionsquelle der chronischen Lungeninfektion darstellt und ob die erhdhte Antibiose
der CF-Patienten einen Einfluss auf die Zusammensetzung der mikrobiologischen
Flora von Sputum und Zahntaschen aufweist. Weiterhin wurde die antibiotische
Empfindlichkeit, vor allem der obligaten Anaerobier, gegeniiber ausgewdahlten

Antibiotika untersucht.

26 CF-Patienten und 33 gesunde Probanden nahmen an dieser Studie teil. Bei allen
Teilnehmern wurde eine zahnarztliche Untersuchung durchgefiihrt, also die Erfassung
des dentalen und parodontalen Status sowie die Erhebung der Mundhygieneindizes.

Im Anschluss wurden, spontan und ohne vorherige desinfizierende MalRBhahmen der
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Mundhohle, bei jedem Teilnehmer mikrobiologische Proben aus den Zahntaschen
entnommen. Somit konnte die mikrobielle Kolonisation der parodontalen Sulci von CF-
Patienten mit derjenigen gesunder Teilnehmer verglichen werden. 24 CF-Patienten
expektorierten zusatzlich Sputum. Somit war ein Vergleich der in Zahntaschen und
Sputum vorkommenden Spezies mdoglich. Mittels mikrobiologischer Kultivierungs-
methoden wurden die Proben jeweils aerob und anaerob inkubiert, die Bakterien auf
ausgewahlten Nahrmedien angeziichtet und selektiert und schliel3lich erfolgte deren

biochemische Identifizierung.

Alle Studienteilnehmer wiesen eine Vielzahl fakultativ anaerober Bakterienspezies in
den Zahntaschen auf. Streptococcus spp. bildeten dabei erwartungsgemaR die
dominierende Bakteriengruppe. S. aureus konnte sowohl bei CF-Patienten als auch bei
Gesunden nachgewiesen werden, P. aeruginosa dagegen nur in den Zahntaschen von
drei CF-Patienten. 58 von 59 Studienteilnehmern wiesen obligate Anaerobier in den
Zahntaschen auf, wobei kein Zusammenhang zur Mundgesundheit bestand. Es
handelte sich dabei um obligate Anaerobier, welche in der Literatur auch fur die CF-
Lunge bereits beschrieben wurden. Der Vergleich der haufigsten fakultativ und obligat
anaeroben Bakteriengenera zeigte, dass kein signifikanter Unterschied der bakteriellen

Besiedlung der Zahntaschen zwischen CF-Patienten und Gesunden bestand.

Im Sputum konnte, neben fakultativen Anaerobiern, auch eine Vielzahl obligater
Anaerobier isoliert werden. Mit wenigen Ausnahmen konnten alle im Sputum
identifizierten Bakterienspezies auch aus den Zahntaschen der CF-Patienten isoliert
werden. Hinsichtlich Art und Haufigkeit vorkommender Bakteriengenera bestand,
abgesehen von Burkholderia spp., kein signifikanter Unterschied der bakteriellen
Besiedlung von Sputum und Zahntaschen der CF-Patienten. Bei 21 der 24 Patienten
(87,5%), welche fakultative Anaerobier im Sputum aufwiesen, konnten zeitgleich
identische Spezies in den Zahntaschen isoliert werden. Derartige Paare konnten auch
bei 17 von 19 Patienten mit obligaten Anaerobiern im Sputum nachgewiesen werden
(89,5%). Diese Ergebnisse sprechen fur einen Zusammenhang der beiden

Kompartimente.

Die Resistenztestungen wurden mit Hilfe von MIC-Teststreifen fiir sieben verschiedene
Antibiotika durchgefiihrt: Azithromycin und Colistin, als Medikamente der Standard-
und Erhaltungstherapie der CF, Meropenem, Piperacillin/Tazobactam und Ceftazidim,
als Antibiotika in der akuten Exazerbation der CF-Erkrankung sowie Metronidazol und
Clindamycin, welche zwar nicht in der CF-Therapie eingesetzt werden, aber in anderen

Fachgebieten als gegen Anaerobier wirksame Antibiotika.
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Sowohl in den Zahntaschen der CF-Patienten, als auch in denjenigen der gesunden
Teilnehmer, lagen hohe Anzahlen resistenter obligat anaerober Bakterien vor, wobei
eine signifikant hohere Anzahl der Bakterien aus den parodontalen Sulci der CF-
Patienten als resistent gegenuber Clindamycin (p=0,02), Metronidazol (p=0,01),
Meropenem (p=0,001), Ceftazidim (p=0,001) und vor allem gegeniuber Azithromycin
(p<0,0001) eingestuft werden konnte. Dieses Ergebnis bestatigte die
Ausgangshypothese, die starke Antibiose der CF-Patienten fuhre, im Vergleich zu

gesunden Personen, zu einer erhdhten Rate resistenter Bakterienstamme.

Vor dem Hintergrund, der parodontale Sulkus konne eine mdgliche
Kontaminationsquelle der chronischen Lungeninfektion darstellen, wurden explizit die
Resistenzprofile der gleichzeitig in Sputum und Zahntaschen vorkommenden Keime
verglichen. Die Resistenzmuster waren bei 10 von 21 (47,6%) der fakultativ anaeroben
Bakterienpaare und bei 9 von 17 (52,9%) der obligat anaeroben Bakterienpaare

anhand der abgelesenen minimalen Hemmkonzentration in ug/ml identisch.

Der zeitgleiche Nachweis identischer Bakterienspezies in den parodontalen Sulci und
Sputumproben von Uber 70% der Patienten mit CF spricht fir eine mogliche Interaktion
dieser beiden Kompartimente. Der Weg der Kontamination konnte in dieser Studie
allerdings nicht aufgezeigt werden. Eine Kontamination der Lunge mit Bakterien aus
der Mundhohle, beispielsweise Uber Aspiration, ist sehr wahrscheinlich. Daflr spricht
auch, dass die Resistenzmuster der nachgewiesenen Bakterienpaare in Uber 50%
Ubereinstimmten, und auch, dass bei Gesunden die gleichen Bakterienspezies in den
Zahntaschen identifiziert wurden. Aber auch umgekehrt ist ein Kontaminationsweg
mdglich und kann nicht ausgeschlossen werden. In jedem Falle aber stellt der
parodontale Sulkus ein mogliches Reservoir fir die typischen fakultativ und obligat
anaeroben Bakterien dar, welche auch in der Lunge von CF-Patienten in hohen
Anzahlen gefunden werden, und welche fur die Entstehung von Lungeninfektionen

verantwortlich gemacht werden.

Eine gezielte Antibiose gegen die CF-typischen, fakultativ anaeroben pathogenen
Mikroorganismen fuhrt im klinischen Alltag zu einer deutlichen Verbesserung der
Lebensqualitdt der Patienten. Aber auch eine antibiotische Therapie gegen die
obligaten Anaerobier, kbnnte, im Falle einer erfolglosen Behandlung der akuten

Exazerbation, eine mogliche Therapieoption darstellen.
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Nachweis fakultativer und obligater Anaerobier

Tabelle 1A: Anzahl fakultativer Anaerobier im parodontalen Sulkus von CF-Patienten

(n= 104 Zahntaschen) und Kontrollprobanden (n=132 Zahntaschen) (in %)

Genus Spezies CF-Patienten Kontrollgruppe
Streptococcus pneumoniae 46 (44,2) 50 (37,9)
salivarius 42 (40,4) 62 (47)
parasanguis 33 (31,7) 58 (43,9)
gordonii 22 (21,2) 7 (5,3)
vestibularis 19 (18,3) 3(2,3)
uberis 18 (17,3) 36 (27,3)
cricetus 18 (17,3) 22 (16,6)
oralis 16 (1,5) 26 (19,7)
crista 12 (11,5) 6 (4,5)
anginosus 8 (7,7) 22 (16,6)
intermedius 9 (8,6) 23 (17,4)
mutans 8 (7,7) 2(1,5)
sanguis 4 (3,8) 6 (4,5)
constellatus 3(2,9) 7 (5,3)
bovis 3(2,3)
Staphylococcus epidermidis 19 (18,3) 28 (21,2)
aureus 14 (13,5) 11 (8,3)
haemolyticus 3(2,9)
lentus 2 (1,9 3(2,3)
simulans 2 (1,9
saprophyticus 1(0,9) 1(0,8)
Stomatococcus mucilaginosus 26 (25) 47 (35,6)
Micrococcus sedentarius 8 (7,7) 8 (6,1)
luteus 2(2,9)
kristinae 1(0,9) 2(1,5)
Enterococcus faecalis 10 (9,6) 2(1,5)
cloacae 2 (1,9
hirae 2(1,9)
Pseudomonas aeruginosa 5 (4,8)
Bacillus brevis 1(0,9)
Bacillus subtilis 1(0,9)
sphaericus 1(0,9)
Klebsiella oxytoca 1(0,9) 1(0,8)
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Genus Spezies CF-Patienten Kontrollgruppe
Arcanobacterium haemolyticum 1(0,9)

Actinomyces pyogenes 1(0,9)

Miscellaneous Gram negativ bacille 1(0,9)

Pediococcus 1(0,9)

Gemella haemolysans 5(3,8)
Gesamtanzahl 366 446

Tabelle 2A: Anzahl obligater Anaerobier im parodontalen Sulkus von CF-Patienten
(n= 104 Zahntaschen) und Kontrollprobanden (n=132 Zahntaschen) (in %)

Genus Spezies CF-Patienten Kontrollgruppe
Staphylococcus saccharolyticus 85 (81,7) 113 (85,6)
Peptostreptococcus prevotii 11 (10,5) 22 (16,7)
anaerobius 6 (5,8) 6 (4,5)
assacharolyticus 4 (3,8)
micros 1(0,9) 4 (3)
Veillonella 14 (13,5) 28 (21,2)
Clostridium limosum 4(3,8) 2 (1,5
butyricum 4(3,8)
hastiforme 3(2,9) 3(2,3)
difficile 2(1,9) 10 (7,6)
bifermentans 2 (1,5
novyi A 1(0,8)
Eubacterium limosum 10 (7,6) 3(2,3)
Wolinella 7 (6,7) 11 (8,3)
Fusobacterium necrophorum 6 (5,8) 14 (10,6)
mortiferum 2 (1,5
Prevotella spp. corporis 1(0,9) 7 (5,3)
loescheii 1(0,9)
stercoris 2 (1,5
Streptococcus constellatus 2 (1,9
granulosum 2 (1,5
Capnocytophaga 2 (1,9
Gemella morbillorum 21,9 3(2,3)
Bacteroides stercoris 2 (1,9 1(0,8)
tectum 1(0,8)

Bifidobacterium

1(0,9)
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Genus Spezies CF-Patienten Kontrollgruppe
Propionibacterium. aches 1(0,9)

Mobiluncus curtisii 8 (6,1)
Campylobacter gracilis 2 (1,5
Gesamtanzahl 169 247

Quantifizierung der Sputumproben

Tabelle 3A: Quantifizierung fakultativer und obligater Anaerobier im Sputum von CF-
Patienten

Sputumprobe Gewicht fakultative Anaerobier obligate Anaerobier

(0] [KBE/mI] [KBE/mI]
CF 01 1,49 70,0 x 10° 1,2 x 10°
CF 02 0,77 21,3 x 10° 28,2 x 10°
CF 03 0,86 32,3 x 10° 5,4 x 10°
CF 04 0,58 32,3 x 10° 19,8 x 10°
CF 05 1,37 230,9 x 10° 15,0 x 10°
CF 06 1,59 224,2 x 10° 2,0 x 10°
CF 07 0,15 3,5x10° 3,8 x10°
CF 08 1,17 219,2 x 10° 24,3 x 10°
CF 10 0,54 17,2 x 10° 18,5 x 10°
CF 12 0,99 124,2 x 10° 9,3 x 10°
CF 13 1,68 221,8 x 10° 1,5 x 10°
CF 14 0,3 21,3 x 10° 29,5 x 10°
CF 15 1,38 37,3 x 10° 8,8 x 10°
CF 16 0,48 36,4 x 10° 2,8 x 10°
CF 17 1,15 104,6 x 10° 34,9 x 10°
CF 18 1,45 84,2 x 10° 9,8 x 10°
CF 19 0,8 130,0 x 10° 2,4 x 10°
CF 20 1,06 62,0 x 10° 12,7 x 10°
CF21 0,32 43,0 x 10° 5,4 x 10°
CF 22 0,2 10,0 x 10° 1,1 x 10°
CF 23 1,96 20,8 x 10° 13,1 x 10°
CF 24 0,77 87,0 x 10° 4,6 x 10°
CF 25 0,83 155,5 x 10° 20,0 x 10°
CF 26 1,32 76,3 x 10° 1,3 x 10°
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Resistenzuntersuchungen

Tabelle 4A: Anzahl und Haufigkeiten (%) resistenter obligater Anaerobier aus dem
Sputum von CF-Patienten (n=26) sowie dem parodontalen Sulkus von CF-Patienten
(n=160) und Kontrollprobanden (n=202)

Antibiotikum CF-Sputum CF-Zahntaschen Kontroll-Zahntaschen
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Azithromycin 16 61,5 87 54,4 44 21,8
Colistin 9 34,6 41 25,6 66 32,7
Meropenem 5 19,2 28 17,5 12 5,9
Piperacilin/Tazobactam 11 42,3 74 46,2 87 43,1
Ceftazidim 15 57,7 108 67,5 97 48
Metronidazol 11 423 46 28,8 35 17,3
Clindamycin 2 7,7 15 9,4 7 3,5
Tabelle 5A: Resistente obligate Anaerobier im Sputum von CF-Patienten in %
Keimart n AZM CS MRP TZP CAZ LZ CD
S. saccharolyticus 16 56,25 6,25 18,75 68,75 75 18,75 6,25
Ps. prevotii 4 100 100 0 0 0 100 25
Veillonella spp. 1 100 0 0 0 0 0 0
Wolinella sp. 1 100 100 100 0 100 100 0
C. difficile 1 0 100 100 0 100 100 0
C. butyricum 1 100 0 0 0 0 0 0
Pro. acnes 1 0 100 0 0 0 100 0
C. clostridioforme 1 0 100 0 0 0 100 0
Gesamt 26 615 34,6 19,2 42,3 57,7 42,3 7,7

Tabelle 6A: Resistente obligate Anaerobier in den Zahntaschen von CF-Patienten in %

Keimart n AZM CS MRP TzZP CAz LZ CD
S. saccharolyticus 85 61,2 0 11,8 70,6 84,7 9,4 0
Veillonella spp. 13 69,2 7,7 30,8 615 92,3 30,8 154
Ps. prevotii 9 44,4 88,9 22,2 0 0 100 22,2
E. limosum 7 429 57,1 143 143 57,1 429 28,6
F. necrophorum 6 0 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7 16,7
Wolinella sp. 5 80 80 20 20 60 20 20
Ps. anaerobius 5 40 100 0 0 60 100 0
Ps. assacharolyticus 4 25 0 100 0 100 0 0
C. limosum 4 25 25 0 50 25 25 0
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Keimart n AZM CS MRP TzZP CAZ LZ CD
C. butyricum 4 25 75 25 25 75 75 0
C. hastiforme 3 100 100 0 0 0 100 66,7
C. difficile 2 50 100 0 0 0 50 50
Str. constellatus 2 50 100 50 0 50 100 0
Capnocytophaga sp. 2 50 50 100 0 100 0 50
G. morbilorum 2 0 100 0 0 0 100 0
Ba. stercoris 2 100 0 0 0 0 0 100
Pro. acnes 1 0 100 0 0 0 100 0
Ps. micros 1 100 100 0 0 100 0 100
Pr. loescheii 1 0 0 0 0 0 0 0
Pr. corporis 1 100 0 0 0 0 0 0
Bifidobacterium sp. 1 0 100 0 0 100 100 0
Gesamt 160 544 256 16,9 46,25 67,5 28,75 94

Tabelle 7A: Resistente obligate Anaerobier in den Zahntaschen der Kontrollgruppe in

%

Keim n AZM Cs MRP  TZP CAZ LZ CD
S. saccharolyticus 109 20,2 4,45 3,7 66 67,9 3,7 3,7
Veillonella spp. 20 70 0 5 55 55 15 5
Ps. prevotii 14 7.1 100 0 0 0 85,7 0
F. necrophorum 11 0 18,2 0 0 0 9,1 0
Wolinella sp. 8 12,5 62,5 0 37,5 37,5 12,5 0
M. curtisii 8 0 100 12,5 0 0 25 0
C. difficile 7 14,3 100 42,9 0 4285 714 0
Pr. corporis 4 25 50 0 0 25 25 0
Ps. micros 4 25 100 0 0 0 0 0
Ps. anaerobius 3 75 100 75 0 75 75 0
C. hastiforme 3 33,3 100 0 0 0 66,7 75
G. morbillorum 3 0 100 33,3 0 33,3 0 0
E. limosum 1 0 0 100 0 100 0 0
C. bifermentans 2 0 100 0 0 0 100 0
Ca. gracilis 1 0 0 0 100 100 0 0
Pr. stercoris 1 0 100 0 0 0 0 100
C. limosum 1 0 100 0 0 100 0 0
Ba. stercoris 1 100 100 0 0 0 100 0
Ba. tectum 1 0 100 0 0 0 0 0
Gesamt 202 21,8 32,7 5,9 43,1 48 17,3 3,4
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Tabelle 8A: Resistente fakultative Anaerobier in den Zahntaschen der CF-Patienten in

%

Keimart n AZM CS MRP TzZP CAZ Lz CD
Str. salivarius 28 71,4 96,4 28,6 0 7,1 100 14,3
Str. pneumoniae 22 81,8 100 13,6 0 13,6 100 27,3
Str. parasanguis 16 81,25 093,75 125 0 12,5 100 31,25
S. aureus 11 90,9 100 9,1 27,3 27,3 100 36,4
Str. uberis 4 0 100 100 0 100 100 0
Str. cricetus 3 0 100 100 0 100 100 0
P. aeruginosa 2 100 0 50 50 50 100 100
Str. gordonii 2 100 100 0 0 0 100 0
Gesamt 88 739 9545 25 45 20,45 100 23,9
Tabelle 9A: Resistente fakultative Anaerobier im Sputum der CF-Patienten in %
Keimart n AZM CS MRP TZP CAZ LZ CD
Str. salivarius 11 545 100 36,4 0 27,3 100 27,3
Str. pneumoniae 11 63,6 100 9,1 0 0 100 36,4
Str. parasanguis 5 60 100 0 0 0 100 0
S. aureus 4 100 100 25 25 50 100 25
P. aeruginosa 2 100 0 50 0 0 100 100
Str. gordonii 2 50 100 0 0 0 100 0
Str. uberis 1 0 100 100 0 100 100 0
Str. cricetus 1 0 100 100 0 100 100 0
Gesamt 37 622 946 24,3 2,7 18,9 100 32,4

Signifikanzberechnungen

Tabelle 10A: Haufigkeiten (%) fakultativ anaerober Genera in Zahntaschen von CF-
Patienten (n=26) und Kontrollprobanden (n=33)

Genus CF-Patienten Kontrollgruppe p-Wert
Anzahl % Anzahl %

Streptococcus spp. 25 96,2 33 100 0,441

Staphylococcus spp. 16 61,5 18 54,5 0,608

Stomatococcus spp. 14 53,8 20 60,6 0,791

Micrococcus spp. 26,9 6 18,2 0,531

Enterococcus spp. 19,2 3 0,078
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Tabelle 11A: Haufigkeiten (%) obligat anaerober Genera in Zahntaschen von CF-
Patienten (n=26) und Kontrollprobanden (n=33)

Genus CF-Patienten Kontrollgruppe p-Wert
Anzahl % Anzahl %

Staphylococcus spp. 23 88,5 33 100 0,079
Peptostreptococcus spp. 12 46,2 20 60,6 0,303
Veillonella spp. 8 30,8 15 45,5 0,292
Clostridium spp. 7 26,9 14 42,4 0,278
Eubacterium spp. 5 19,2 3 91 0,284
Fusobacterium spp. 5 19,2 10 30,3 0,381
Wolinella spp. 5 19,2 6 18,2 1

Tabelle 12A: Haufigkeiten (%) fakultativ anaerober Genera in Zahntaschen von CF-

Patienten (n=26) und Sputumproben von CF-Patienten (n=24)

Genus CF-Patienten CF-Sputum p-Wert
Anzahl % Anzahl %
Streptococcus spp. 25 96,2 21 87,5 0,339
Staphylococcus spp. 16 61,5 11 45,8 0,395
Pseudomonas spp. 14 53,8 14 58,3 0,783
Burkholderia spp. 0 0 7 29,2 0,003
Micrococcus spp. 7 26,9 3 12,5 0,294
Enterococcus spp. 5 19,2 3 12,5 0,704
Stenotrophomonas spp. 0 0 2 8,3 0,225

Tabelle 13A: Haufigkeiten (%) obligat anaerober Genera in Zahntaschen von CF-

Patienten (n=26) und Sputumproben von CF-Patienten (n=24)

Genus CF-Patienten CF-Sputum p-Wert
Anzahl % Anzahl %

Staphylococcus spp. 23 88,5 17 70,83 0,164
Peptostreptococcus spp. 12 46,2 6 25 0,149
Clostridium spp. 7 26,9 5 20,83 0,745
Veillonella spp. 8 30,8 2 8,3 0,077
Wolinella spp. 5 19,2 1 4,2 0,192
Fusobacterium spp. 5 19,2 1 4,2 0,192
Propionibacterium spp. 1 3,8 1 4,2 1
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Tabelle 14A: Haufigkeiten (%) resistenter obligater Anaerobier in Sputumproben
(n=26) und Zahntaschen (n=160) von CF-Patienten

Antibiotikum CF-Sputum CF-Zahntaschen p-Wert
Anzahl % Anzahl %

Azithromycin 16 61,5 87 54,4 0,531
Colistin 34,6 41 25,6 0,346
Meropenem 19,2 28 17,5 0,786
Piperacilin/Tazobactam 11 42,3 74 46,2 0,833
Ceftazidim 15 57,7 108 67,5 0,374
Metronidazol 11 423 46 28,8 0,168
Clindamycin 2 7,7 15 9,4 1

Tabelle 15A: Haufigkeiten (%) resistenter obligater Anaerobier in Zahntaschen von
CF-Patienten (n=160) und Kontrollprobanden (n=202)

Antibiotikum CF-Zahntaschen Kontroll-Zahntaschen p-Wert
Anzahl % Anzahl %
Azithromycin 87 54,4 44 21,8  2,05x10™"
Colistin 41 25,6 66 32,7 0,164
Meropenem 28 17,5 12 5,9 0,001
Piperacilin/Tazobactam 74 46,2 87 43,1 0,595
Ceftazidim 108 67,5 97 48 0,001
Metronidazol 46 28,8 35 17,3 0,016
Clindamycin 15 9,4 7 35 0,026
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9 Thesen

(1)

)

®3)

(4)

(6)

(6)

()

(8)

Die Cystische Fibrose (CF) ist die haufigste autosomal-rezessiv vererbte
Stoffwechselerkrankung der westlichen Industrielander, in deren Folge die
Patienten chronisch-bakterielle Lungeninfektionen entwickeln, welche den
Grund fur den vorzeitigen Tod der Patienten darstellen.

Eine Vielzahl moglicher Kontaminationsquellen der CF-Lunge mit fakultativen
Anaerobiern wurde bereits beschrieben. Bislang ist allerdings unklar, wie es zu

einer Kontamination mit obligaten Anaerobiern kommt.

In dieser Studie wurde die bakterielle Zusammensetzung in Zahntaschen von
CF-Patienten und Gesunden untersucht und mit der bakteriellen Besiedlung
von CF-Sputen verglichen. Zusatzlich wurde der Einfluss der antibiotischen

Therapie auf die Resistenzsituation der identifizierten Bakterien Gberpruft.

Obligate Anaerobier konnten in den parodontalen Sulci beinahe aller
Studienteilnehmer identifiziert werden, auch bei Kindern. Dabei konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Nachweis obligater Anaerobier und der

Zahngesundheit aufgezeigt werden.

Es bestand kein Unterschied der mikrobiellen Zusammensetzung des
parodontalen Sulkus von CF-Patienten und Gesunden. Art und Haufigkeit

fakultativer und obligater Anaerobier waren vergleichbar.

In den Sputen fast aller CF-Patienten lagen obligate Anaerobier in hohen

Keimzahlen vor.

Bei Uber 70% der CF-Patienten konnten zeitgleich identische fakultativ bzw.
obligat anaerobe Bakterienspezies aus Sputum und Zahntaschen isoliert

werden.

Diese ,Paare” wiesen haufig identische Resistenzprofile auf, was gemeinsam
mit dem zeitgleichen Nachweis identischer Spezies in Zahntaschen und
Sputum von CF-Patienten flr eine Interaktion dieser beiden Kompartimente

spricht.
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9)

(10)

Die antibiotische Erhaltungstherapie, wie auch die Therapie von akuten
Exazerbationen bei CF-Patienten fihrt zu einem signifikanten Anstieg

resistenter Bakterien.

Eine eventuelle gezielte Therapie gegen obligate Anaerobier kdnnte, im Falle
des Versagens einer ,herkdmmlichen® antibiotischen Behandlung gegen

fakultative Anaerobier, eine weitere Therapieoption darstellen.
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