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Referat

Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) leiden unter
Lungeninfektionen mit fakultativen Anaerobiern. Ob auch obligat anaerobe Bakterien
daran beteiligt sind, ist bislang unbekannt. In dieser Arbeit wurden 20 COPD-Patienten
auf das Vorhandensein von obligaten und fakultativen Anaerobiern untersucht. Es
wurden 14 Sputumproben von COPD Grad V-, vier Proben von COPD Grad IlI- und
drei Proben von COPD-Patienten mit zusatzlichem Bronchialkarzinom mikrobiologisch
aufgearbeitet. Die Bakterien wurden mit spezifischen Verfahren zum Nachweis der
fakultativen und obligaten Anaerobier identifiziert und quantifiziert. Der Sauerstoffgehalt
(pO2) im Sputum wurde gemessen. Bei allen Probanden (100%) wurden obligate
Anaerobier (sieben Genera mit 10 Species) gefunden. Die Bakterien kamen in hohen
Keimzahlen (1,8x10° + 4,5x10° KBE/ml) vor. Die Bestimmung des pO, im Sputum
ergab eine Reduktion um ein Viertel auf 16,3 £ 2,4% des Ausgangswertes (21%). Auch
im Sputum von COPD-Patienten mit Bronchialkarzinom waren obligate Anaerobier
(7x10" + 8,0x10" KBE/ml) nachweisbar. In den Schweregraden COPD IIl (2,6x10’ +
5,6x10" KBE/ml) und COPD IV (4,0x10° + 7,0x10° KBE/ml) lagen signifikant (p=0,009)
unterschiedliche Keimzahlen vor. Der Nachweis obligater Anaerobier bei allen COPD-
Patienten legt nahe, dass in der COPD-Lunge anaerobe Bereiche existieren. Da im
Sputum aber nur eine Reduktion des pO, auf 16,3% dargestellt werden konnte, liegt
dort sicherlich eine Mischinfektion von fakultativ und obligat anaeroben Bakterien vor.
Die signifikante Keimzahldifferenz der obligaten Anaerobier zwischen Patienten mit
COPD Il und COPD IV lasst vermuten, dass die Therapie mit nicht-invasiven
Beatmungsformen unter Nutzung von reinem Sauerstoff eine Reduktion dieser
Bakterien bewirken konnte, zumal die 14 an COPD Grad IV erkrankten Probanden
nicht unter Antibiotikatherapie standen. Mdglicherweise kodnnte der frihzeitige
Gebrauch von nicht-invasiven Beatmungsformen mit reinem Sauerstoff bei Patienten
mit COPD Grad Ill den hohen Keimzahlen der obligaten Anaerobier entgegenwirken.
Dies konnte eine neue Therapieoption bei COPD darstellen. Die wichtigste
Konsequenz der vorliegenden Arbeit besteht jedoch darin, dass alle zukiinftigen
Untersuchungen zur Pathogenese der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung und
deren Therapie das obligatorische Vorkommen von obligaten und fakultativen

Anaerobiern berlicksichtigen missen.

Kinzel, Juliane: Obligat anaerob lebende Bakterien im Sputum von Patienten mit
chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 64
Seiten, 2015
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1 Einleitung

1.1 Die Lungenerkrankung COPD

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung COPD (,chronic obstructive pulmonary
disease") ist zur Volkskrankheit geworden und entwickelt sich zu einer der fihrenden
Krankheiten, die fir erhdhte Morbiditat und Mortalitat weltweit stehen. Die Pravalenz
wird stark unterschatzt, da eine Diagnosestellung erst beim Auftreten klinisch
apparenten Symptomen erfolgt. Aufgrund des schleichenden Krankheitsverlaufs wird
erst in einem fortgeschrittenen Stadium COPD diagnostiziert (Celli et al., 2004).
Studien in den USA haben gezeigt, dass bei Personen zwischen 25 und 75 Jahren
eine geschatzte Pravalenz fir eine leichte COPD bei 6,9% liegt. Eine mittelschwere
COPD-Erkrankung wurde bei 6,6% der Personen diagnostiziert. In Deutschland liegt
die Pravalenz der COPD (Grad II-1V) bei 13,2% (Geldmacher et al., 2008), wobei die
Dunkelziffer auf 40% nicht diagnostizierter COPD-Erkrankungen geschatzt wird (Buist
et al., 2007). In Deutschland haben Querschnittstudien gezeigt, dass etwa bei 14% der
Erwachsenen mit einer Lungenfunktionseinschrankung zu rechnen ist (Konietzko und
Fabel, 2005). Etwa 10.000 Manner und Frauen versterben pro Jahr an einer COPD
(Statistisches Bundesamt 1999). Weltweit starben 2003 2,3 Millionen Menschen an
dieser Lungenerkrankung (Lopez et al., 2006). Der Anteil an erkrankten Frauen ist in
den letzten 20 Jahren um fast das Doppelte gestiegen (Mannino et al., 2002). Weltweit
liegt die COPD-Erkrankung gegenwartig an vierter Stelle der Todesursachen. Es ist
davon auszugehen, dass die Pravalenz, Mortalitdt und Morbiditat in den nachsten
Jahrzehnten weiter ansteigen werden (Murray und Lopez, 1996; Lopez und Murray,
1998). Voraussagen haben ergeben, dass die COPD-Erkrankung im Jahre 2020 die

dritthaufigste Todesursache sein wird (Chapmann et al., 2006).

COPD st eine chronisch, progressiv verlaufende, entziindliche Erkrankung des
Lungenparenchyms (Doring et al., 2010). Diese Lungenerkrankung tritt in der vierten
und finften Lebensdekade vermehrt auf (Celli et al., 2004). Als Hauptursache der
COPD wird Zigarettenrauch angesehen. Der Rauch lahmt das Flimmerepithel und es
kommt zur vermehrten Produktion von Sputum und Husten. Werden die Noxen, z.B.
der Zigarettenrauch, die umweltbedingten (gefahrliche Gase) oder arbeitsbedingten
Belastungen (Feinstaub) nicht vermieden, entwickelt sich langsam aus einer
chronischen Bronchitis eine COPD und im Endstadium ein Lungenemphysem (Celli et
al., 2004).
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Es kommt zur vollstdndigen Zerstérung des Flimmerepithels, zur Verdickung der
chronisch entziindeten Schleimhaut der Lunge und schlief3lich zur Obstruktion des
Bronchialsystems (Abb.1). Die Entzindung der Schleimhaut der Lunge lasst diese
atrophieren. Infolgedessen werden die Alveolen bei der Exspiration instabil. Die so
entstandene Instabilitat fiihrt zum Kollabieren der Alveolen und zur Dyspnoe und tragt
somit zur Leistungsminderung bei. Im weiteren Verlauf der COPD werden die
Alveolarsepten zerstort. Da die gasaustauschende Flache stark durch den Verlust der
Alveolen abnimmt, verliert die Lunge zusatzlich an Funktionalitat. Es entwickelt sich ein

irreversibles Lungenemphysem (Cosio et al., 2009).

Je nach Schwere der Erkrankung wird die COPD in funf Stadien eingeteilt (Tab.1). Die
hier genutzte Einteilung bezieht sich auf den Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease (GOLD)-Standard (Pauwels et al., 2001). Bis 2012 wurde zur COPD-
Schweregradeinteilung die Lungenfunktion (FEV4) als entscheidendes Kriterium
genutzt. Im aktuellen GOLD-Report werden die Kriterien fiir die Schweregradeinteilung
erweitert, indem die Anzahlen der akuten Exazerbationen pro Jahr und die Schwere
der Symptomatik mit einbezogen werden (Vogelmeier und Vestbo, 2014). Weitere
Einteilungen der COPD sind nach ATS (American Thoracic Society, 1995) und ERS
(European Respiratory Society; Siafakas et al., 1995) mdglich.

Zusatzlich zur chronischen Erkrankung der COPD kann es zu einer akuten
Verschlechterung kommen. Eine sogenannte Exazerbation wird meist durch eine
bakterielle oder virale Kontamination hervorgerufen. Es kommt zur akuten
Verschlechterung der typischen Symptome der COPD (vermehrter und gefarbter
Auswurf, lebensbedrohliche Dyspnoe, zunehmender Husten). Eine intensivierte
Therapie, zum Teil mit Krankenhausaufenthalt, ist bei einer Exazerbation indiziert (Hill
et al., 1999a, b; Celli et al., 2004).
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Tabelle 1: Schweregradeinteilung der COPD nach GOLD-Standard

Schweregrad FEV./FVC FEV, Beschwerden
0 (gefahrdet) >70% >80% chronische Symptomatik
Husten, Auswurf, Dyspnoe
1 (leicht) <70 % 80 % ohne/mit chronischer
Symptomatik (Husten, Auswurf,
Dyspnoe)
2 (mittel) <70 % 50-80 % mit/ohne chronischen

Symptomen (Dyspnoe, Husten
und Auswurf)
3 (schwer) <70 % 30-50 % ohne/mit chronische Symptome
(Dyspnoe, Husten und Auswurf)
4 (sehr schwer) <70 % <30 % oder Lebensqualitat merklich
<50 % und chron. beeintrachtigt,
respiratorische Exazerbationen kdnnen

Insuffizienz lebensbedrohlich sein

COPD-Schweregradeinteilung (die Messungen erfolgten nach Anwendung eines
Bronchodilatators) FEVq: forciertes exspiratorisches Volumen in einer Sekunde,

Einsekundenkapazitat; FVC: forcierte Vitalkapazitat (Pauwels et al., 2001)

1.2  Zystische Fibrose (cystic fibrosis, CF, Synonym:

Mukoviszidose)

Im Vergleich zur erworbenen COPD, ist die CF eine autosomal rezessiv vererbte
Erkrankung. Mit einer Neuerkrankungsrate von 1: 2500 Neugeborenen ist die CF eine
der haufigsten hereditaren Stoffwechselerkrankungen in der westlichen Gesellschaft
(Ratjen und Déring, 2003; Gibson et al., 2003).

Bei der CF liegt ein Defekt oder gar ein Nichtvorhandensein von Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator-Kanalen (CFTR-Kanale) vor. Diese sind
spezielle Chlorid-Transport-Kanale in schleimsezernierenden Epithelien. Aufgrund der
Fehlfunktion, respektive des Fehlens dieser CFTR-Kanale bei CF, kommt es zu einem
pathologischen lonenaustausch (Matsui et al., 1998). Dieser fihrt in allen exokrinen
Drisen zu einer hochviskdsen und dehydrierenden Sekretabsonderung (Welsh und

Ramsey, 1998). Dieser Sekretverhalt beeintrachtigt speziell die Funktion der Lunge,
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des Pankreas, der Leber, der Schweil3drisen und des Ductus deferens (Ratjen und
Déring, 2003; Gibson et al., 2003).

Durch die pathologische Sekretabsonderung in der Lunge kommt es zu einer
Auflagerung des Sputums auf das Lungenepithel. Die Folge ist eine chronisch
bakterielle Infektion und eine dauerhafte Entzindung des Lungengewebes. Aufgrund
dieser permanenten Reizung und Schadigung des Lungenepithels kommt es als
Reaktion zu einem zystisch-fibrotischen Umbau. Dieser geht mit einer Obstruktion der
Atemwege und vermehrten Lungenfunktionsverlusten einher (Ratjen und Déring 2003;
Gibson et al., 2003).

Die Symptome der CF sind mit den Symptomen der COPD vergleichbar. Bei CF hangt
die Symptomauspragung allerdings von dem Schweregrad der Mutation des CFTR-
Gens ab. Des Weiteren treten die Symptome bei CF-Patienten bereits im Sauglings-
und Kleinkindalter auf. Hingegen befinden sich COPD-Erkrankte, meist in der 4. und 5.
Lebensdekade (Gibson et al., 2003).

Vorherrschende Krankheitszeichen sind chronische Hustenzustande, bakterielle
Infektionen, Bronchiektasen- und Atelektasenbildung sowie der voranschreitende
Lungenfunktionsverlust (Ratjen und Doéring, 2003; Gibson et al., 2003). Die
extrapulmonal auftretenden Symptome bei CF sind heutzutage gut behandelbar. Eine
Exazerbation der chronischen Lungeninfektion bei CF-Patienten flhrt, wie auch bei
COPD-Patienten, haufig zum Tod (Welsh und Ramsey, 1998; Gibson et al., 2003).

1.3  Pathomechanismen zur Entstehung der Inflammation bei CF
und COPD

In einer gesunden Lunge liegt die physiologisch mukdse Schleimschicht auf den
respiratorischen Epithelzellen. Bakterien kénnen diesen Mukus durchdringen. Wenn
keine Erkrankung (CF oder COPD) vorliegt, kbnnen die Abwehrmechanismen des
Korpers tatig werden. Neutrophile Granulozyten bekampfen mit Enzymen, wie z.B.
Elastase, Myeloperoxidase und Lysomzym die pathogenen Mikroorganismen.
Makrophagen nehmen durch Phagozytose die Bakterien auf und zerstéren sie. Durch
die auf dem respiratorischen Epithel sitzenden Zilien wird der Mukus nach oral
transportiert. Durch den Schleimfluss ist keine Anheftung bzw. Eindringen in die Zellen

des Respirationstraktes méglich (Abb. 1a).

Bei CF-Patienten ist der physiologische Mechanismus gestért (Abb. 1b-f).
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d NL a) In den Atemwegen von Gesunden liegt dem Epithel
60 s eine diinne Mukosschicht (hellgriin) auf, die von den
I {j)2 Zilien bei normaler Mukussekretion mit einer
AL (i Geschwindigkeit von 60 uym/s oralwarts transportiert wird.

Im Mukus liegt ein hoher Sauerstoffpartialdruck (pO,,

0

H

b CF roter Balken rechts) und ein normaler epithelialer
0ums Sauerstoffverbrauch (QO,) vor.

IPOg b-f) CF-Lungenepithel

) £ b) Durch die verringerte CFTR-Expression wird vermehrt '
Na* CI H0 Natrium (Na®), Chlorid (CI') und Wasser (H.O) in die

‘ FEELTA Zelle absorbiert, das Volumen des Mukus nimmt ab, die

00 Mukusschicht wird viskéser (dunkelgriin), und die

mukozilidre Clearance kommt zum Erliegen.

c) Die weiterbestehende Mukussekretion fiihrt zu groen

Mukusplaques, der erhéhte Sauerstoffverbrauch im CF-

Farbe im Balken rechts; niedriger Sauerstoffpartialdruck
2 p0Oy)

d) Pseudomonas aeruginosa wird nicht mit dem Mukus
abtransportiert, sondern kann in diesen eindringen und

tragt zum vermehrten Sauerstoffverbrauch bei.

o, e) P. aeruginosa reagiert auf die hypoxischen
Verhaltnisse mit der vermehrten Produktion von Alginat

und der Bildung von Makrokolonien.

f) Der Sauerstoffverbrauch durch das Epithel, die

Bakterien und eingewanderte Neutrophile bewirken

I Epithel bewirkt die Bildung eines O,-Gradienten (blaue

v ;

0
¢ % P anaerobe Verhaltnisse (blauer Balken). Die Neutrophilen
prosl it L sind in ihrer Wirkung reduziert, da sie keine

Sauerstoffradikale bilden konnen.

Abbildung 1: Pathophysiologische Vorgange bei Befall mit P. aeruginosa bei CF
(Worlitzsch et al., 2002); pO., Sauerstoffpartialdruck; NL normale Clearance; Qo2

epithelialer Sauerstoffquotient
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Der Mechanismus zur Abtétung von pathogenen Bakterien ist bei CF-Patienten gestort,
sodass es zu einer typischen Besiedlung kommt. Die in hoher Keimanzahl
nachweisbaren P. aeruginosa, Staphylococcus aureus und Burkholderia cepacia
complex-Bakterien dominieren in Sputumproben. Auch obligate anaerobe Bakterien
konnten nachgewiesen und klassifiziert werden (Worlitzsch et al., 2009). Dabei
dominiert Staphyloccocus sacharolyticus (n=37). Als zweite Gruppe der obligaten
Anaerobier wurden Peptostreptococcus (n=34) mit den vier Species Anaerobius (n=6),
Micros (n=1), Prevotii (n=20) und Tetradius (n=7) gefunden. Actinomyces (n=19) mit
funf Untergruppen wurde am dritthaufigsten in den Sputumproben nachgewiesen.
Veillonella spp. (n=15) und Clostridium spp. (n=12) als obligate Anaerobier waren
ebenfalls in den Proben von CF-Erkrankten vorhanden. Streptococcus intermedius
(n=1) und Streptococcus constellatus (n=6) waren bei der Gesamtanzahl von 168
Bakterien in 114 Sputumproben von CF-Patienten nachweisbar (Worlitzsch et al.,
2009).

Der Pathomechanismus bei COPD ist anderer Natur. Hierbei handelt es sich um eine
Entziindung (Barnes, 2000; Celli et al., 2004). Im Unterschied zur CF ist der Mukus bei

COPD-Patienten nicht immer hochviskos.

Das Problem bei COPD ist der durch den Zigarettenrauch und andere Expositionen
verursachte Untergang der Zilien des Respirationsgewebes und damit der begrenzte
Schleimtransport nach oral (Hogg und Timens, 2009). Die Entziindung wird nicht
immer von den Patienten bemerkt. Erst ab einem gewissen Schweregrad wird die
Exazerbation mit den sich verschlechternden Symptomen der COPD wahrgenommen
(Hill et al., 1999a, b).

Die Noxen aktivieren das angeborene Immunsystem. Makrophagen gelangen in das
entziindete Gebiet und rekrutieren ihrerseits weiter Immunzellen (neutrophile
Granulozyten, Lymphozyten) (Barnes, 2004). Durch die hohe Anzahl der Immunzellen
kommt es in diinnen Bronchiolen zur Verengung, da die Lymphozyten und neutrophilen
Granulozyten (Abb. 2) die Gefaltwande infiltrieren und eine Verdickung hervorrufen
(Hogg et al., 2004). Lymphozyten des Typs CD8 (cluster determinant) bewirken
zusatzlich zur Verdickung der Gefalwand die Entstehung von Kollagen (Cosio et al.,
2009).

Eine weitere Folge von entziindungsbedingter Infiltration ist die Zerstérung der
Alveolarwande. Daraus resultiert eine VergroRerung des Iuftleitenden Systems,
welches die Dyspnoe erklart. Durch die zugrundeliegende Entzindung wird die

gasaustauschende Flache irreversibel verkleinert und ein Lungenemphysem entsteht



Einleitung Seite 7

(Cosio et al., 2009). Bei der chronischen Lungenentziindung liegt eine Dysbalance
zwischen Proteasen und Antiproteasen vor (Stockley, 1999). Zu den Proteasen zahit
Elastase. Sie zerstort das Elastin in den Alveolarwanden. Die Destruktion des Elastins

fuhrt zur Fehlreparatur der beschadigten Alveolarwande mittels Kollagen.

Dieser Abbau kann fakultativ im Urin von Lungenerkrankten durch die Bestimmung von
Desmosin und Isodesmosin (Elastin-crosslink-Aminosaurederivat) nachgewiesen
werden (Viglio et al., 2000).

Die strukturellen Veranderungen in der Lunge von COPD-Patienten sind nicht
verallgemeinerbar. Es liegen viele variable, krankheitsbedingte Veranderungen in den
Luftwegen, Alveolen und in den Lungengefal3en vor (Hogg und Timens, 2009). Typisch
hingegen ist die Keimbesiedlung der Patienten (Murphy und Parameswaran, 2009). Da
die Alveolarmakrophagen die Sensibilitdt gegeniber Haemophilus influenzae (non-
typable Haemophilus influenzae, NTHI) verloren haben, ist dieses Bakterium sehr
haufig bei COPD-Patienten zu finden (Berenson et al.,, 2006a, b; Erwin und Smith,
2007).
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Abbildung 2: Infiltration der Bronchioli stabiler COPD-Patienten mit Entziindungszelle,

hier T-Lymphozyten, B-Lymphozyten (Hogg et al., 2004).
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1.4 Mikrobiologische Aspekte bei CF und COPD

Rezidivierende Atemwegsinfektionen sind bei CF-Patienten sehr haufig, da es zur
Schadigung des Lungenparenchyms kommt (Koch und Hgiby 1993). Die
charakteristische Keimbesiedlung bei CF-Patienten in der Lunge besteht aus
fakultativen Anaerobiern wie P. aeruginosa, S.aureus, B. cepacia und H. influenzae
(Heiby und Frederiksen, 2000).

Fakultative Anaerobier passen sich an veranderte Umweltbedingungen rasch an und
konnen sowohl mit als auch ohne Sauerstoff Gberleben (Koneman et al., 2005). Die
Bakterienbesiedlung bei CF ist altersabhangig. Kinder im Alter von 0-9 Jahren zeigen
vermehrte Bakterien von Typ S. aureus (55%). Diese Zahl &ndert sich mit
fortschreitendem Lebensalter. 81% Keimbesiedlung mit P. aeruginosa ist bei alteren
CF-Patienten die Regel. Die Bakteriengattung &ndert sich wahrend der Erkrankung und
mit zunehmendem Alter (Hgiby und Frederiksen, 2000) (Abb. 3).

100
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0| S. maltwophilia . 1
Obis1 2bis5 6 bis 1011 bis 17 18 bis 24 25 bis 34 35 bis 44 45+
Alter

Abbildung 3: Bakterielle Besiedlung der Lunge von CF-Patienten in Abhangigkeit vom
Lebensalter (Koch und Hgiby, 1993).

Zusatzlich wurden obligat anaerobe Bakterien (>10° KBE/ml) nachgewiesen (Brook
und Fink, 1983; Jewes und Spencer, 1990; Tunney et al., 2008; Worlitzsch et al.,
2009). Diese obligat anaeroben Bakterien gehdéren zu den Gattungen Prevotella,
Bifidobacterium, Veillonella, Peptostreptococcus und Fusobacterium (Worlitzsch et al.,
2009).
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P. aeruginosa kann verschiedene Virulenzfaktoren bilden. Dabei werden zellassoziierte
und extrazellulare Virulenzfaktoren unterschieden (D° Argenio, 2004; Hogardt et al.,
2004, 2007; van Delden und Iglewski 1998; Ramsey und Wozniak, 2005; Lee et al.,
2006; Williams und Camara, 2009; Winstanley und Fothergill, 2009). Zellassoziierte
Virulenzfaktoren sind unter anderen drei unterschiedliche Exopolysaccharide, darunter
das Exopolysaccharid Alginat. Die Alginatproduktion ist bei CF-Patienten hochreguliert
(Worlitzsch et al., 2002; Bragonzi et al., 2005). Dies ist fir die Widerstandsfahigkeit von
P. aeruginosa bei CF-Erkrankten von grofier Bedeutung, da die Abwehrmechanismen
des Korpers durch die Bildung von Alginat und der daraus resultierenden
Biofilmbildung stark behindert sind (Hoffmann et al., 2005) (Abb. 4).

Abbildung 4: Explantierter Lungenlappen (mit Explorationsschnitt) eines CF-Patienten
mit chronischer P. aeruginosa-Lungeninfektion (Foto Uberlassen von PD Dr. med.
Worlitzsch, 2003)

Auch S. aureus ist ein fakultativ anaerobes Bakterium. S. aureus wie auch Koagulase-
negative Staphylokokken produzieren Exopolysaccharide. Dieser kann ebenfalls als
Biofilm genutzt werden und sich schiitzend um das pathogene Bakterium legen. Es
kommt zur Bildung von Mikrokolonien (Mc Kenney et al., 1999; Cramton et al., 2001;
Ulrich et al., 2007).

B. cepacia tritt mit niedrigerer Pravalenz als P. aeruginosa auf. Da dem stark viskdsen
Muskus der Sauerstoff fehlt, konnen keine Sauerstoffradikale entstehen. So kann B.

cepacia nicht abgetétet werden und verbleibt wegen des fehlenden
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Transportmechanismuses des Mukus vor Ort. Das Immunsystem reagiert mit Anfluten
von neutrophilen Granulozyten. Diese setzen Elastase frei. Elastase wirkt toxisch auf
die respiratorischen Zellen. In seltenen Fallen kann es zu einer fulminanten,
nekrotisierenden Lungenentziindung und zu einer Septikdmie kommen (Corey und
Farewell, 1996; Jones et al., 2001).

Sputumproben von COPD-Erkrankten ergeben ein anderes Keimspektrum als bei CF-
Patienten. In 25-50% der Falle von klinisch stabilen Patienten werden H. influenzae,
Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae und P. aeruginosa nachgewiesen
(Sethi und Murphy, 2008). Pathogene Bakterien in den tieferen Atemwegen férdern
eine schwerere Inflammation, die zum Teil symptomlos verlauft (Soler et al., 1999).
Diese Beobachtung stitzt die Hypothese, dass die pathogenen Bakterien, die fir die
Zerstorung des Lungengewebes mitverantwortlich sind, in hdherer Anzahl bei schwerer
COPD-Erkrankung vorhanden sind (Eller et al., 1998). Die typischen pathogenen
Bakterien bei COPD-Patienten kdnnen zu 50% bei einer akuten Exazerbation
nachgewiesen werden. In 30% (Sethi und Murphy, 2008) der Falle sind Rhinoviren,
Adenoviren oder Influenzaviren fir eine akute Exazerbation verantwortlich (Greenberg
et al., 2000; Seemungal et al., 2001).

Das am haufigsten nachgewiesene Bakterium bei einer akuten Exazerbation ist H.
influenzae. Die Virulenz dieses Bakteriums ist definiert Uber Lipooligosaccharide
(Schweda et al., 2007). Auch H. influenzae besitzt die Fahigkeit, einen Biofilm zu bilden

(Starner et al., 2006). Uber die Pathogenese wird noch diskutiert.

M. catarrhalis ist ein gramnegatives Bakterium, das ubiquitéare Oberflachenproteine als
Virulenzfaktoren besitzt und zur Keimbesiedlung bei COPD-Patienten beitragt (de Vries
et al., 2009; Murphy und Parameswaran, 2009). Speziell das ubiquitare
Oberflachenprotein A1 bindet an a-Antichymotrypsin. Es erhdht die Proteaseaktivitat
und fuhrt zur vermehrten Inflammation bei COPD (Perez und Riesbeck, 2009).
Untersuchungen zeigten, dass das Immunsystem gegen diese Art des Bakterienbefalls
gute Abwehrmechanismen besitzt und diese Keimbesiedlung nur 10% zur akuten

Exazerbation beitragt.

P. aeruginosa spielt bei der Inflammationsreaktion eine stark untergeordnete Rolle.
Dies ist der wesentlichste Unterschied in der Keimbesiedlung von CF- und COPD-
Patienten. Studien zeigen, dass die meisten COPD-Patienten sporadisch
intermittierende Infektionen mit P. aeruginosa haben, diese aber gut durch das eigene

Immunsystem bekampft werden (Rakhimova et al.,, 2009). Eine Besiedlung mit P.
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aeruginosa tritt gehauft bei hoheren Stadien der COPD auf (Miravitlles et al., 1999;
Ferrer et al., 2005; Rosell et al., 2005; Nseir et al., 2006) (Tab. 1).

Im Gegensatz zu den CF-Patienten sind Uber das Vorkommen von obligat anaeroben
Bakterien bei COPD-Patienten keine Untersuchungen bekannt.
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2 Zielstellung

Die vorliegende Studie hatte folgende Ziele:

QD den Beweis von obligat und fakultativ anaerob lebenden Bakterien im Sputum

von COPD-Patienten zu fuhren,
2) obligat und fakultativ anaerob lebende Bakterien zu identifizieren,
3) obligat und fakultativ anaerob lebende Bakterien zu quantifizieren,

(4) das Vorkommen von obligat und fakultativ anaerob lebenden Bakterien in den
Patientengruppen COPD Grad IV, COPD Grad lll und COPD mit zusatzlichem

Bronchialkarzinom zu vergleichen,

(5) den Sauerstoffgehalt in den gewonnenen  Sputumproben mittels

Sauerstoffpartialdruckmessungen zu bestimmen,

(6) zwei Krankenhduser mit unterschiedlichen Therapieregimen zur Behandlung

der COPD in die Studie zu integrieren.
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3 Material und Methodik

3.1 Patientengruppen

3.1.1 COPD-Patienten

An der Studie Uber obligat anaerobe Bakterien im Sputum von COPD-Patienten
nahmen insgesamt 20 Probanden teil. Von diesen 20 Patienten stammten 17 Proben
von stationar aufgenommenen COPD-Erkrankten aus dem Krankenhaus Martha-Maria,
Halle-Délau (Klinik fir Innere Medizin 1) und vier Proben von Patienten des
Universitatsklinikums Halle/Saale (Department fiir Innere Medizin Il). Eine Patientin, die
zum Zeitpunkt der stationaren Aufnahme an einer Exazerbation der COPD litt, wurde

gebeten zweimal Sputum zu expektorieren (siehe 3.1.2).

Bei den Probanden handelte es sich um Erwachsene im Alter von 53 bis 86 Jahren.
Der Altersdurchschnitt betrug bei allen beteiligten Probanden 69,1 + 9,95
Standardabweichung (SD) Jahre. Es nahmen an dieser Studie sieben an COPD
erkrankte Frauen und neun Manner des Krankenhauses Martha-Maria Halle-Délau und
eine an COPD erkrankte Frau und drei Manner des Universitatsklinikums Halle (Saale)
teil. Der Altersdurchschnitt der Frauen im Krankenhaus Martha-Maria betrug 65,7 +
11,6 Jahre, derjenigen der im Universitatsklinikum behandelten Patientinnen 55 Jahre.
Mannliche COPD-Patienten im Krankenhaus Martha-Maria waren durchschnittlich 70,9

+ 8,3 Jahre alt und im Universitatsklinikum 76,3 + 5,5 Jahre.

Die 21 Sputumproben wurden nach der Schweregradeinteilung laut GOLD-Standard
klassifiziert (Tab. 1). 14 Patienten zeigten Merkmale, die dem COPD Grad IV
entsprachen (FEV4/FVC<70%; FEV,1<30% oder <50% und chronischer respiratorischer
Insuffizienz; Lebensqualitdt merklich beeintrachtigt, Exazerbationen unter Umstanden
lebensbedrohlich). Vier Sputumproben wurden von Patienten mit der GOLD-Einteilung
Grad Il gewonnen (FEV4FVC<70%; FEV<30-50%; mit/ohne chronischen
Symptomen, Kurzatmigkeit, Husten und Auswurf). Niedrigere Gradeinteilungen (Grad I-
II) konnten nicht in die Studie eingeschlossen werden, da dieser Schweregrad der
COPD-Erkrankung keine stationare Aufnahme erfordert. Des Weiteren expektorieren
COPD-erkrankte Patienten im Grad |-l kaum Sputum, sodass es nicht zur
experimentellen Verarbeitung und Auswertung dessen kommen konnte. Bei allen an
der Studie teilnehmenden Probanden bestand eine Dauermedikation mit inhalativ

verabreichten Bronchodilatatoren. Mindestens ein inhalativer Bronchodilatar (n=5) und



Material und Methodik Seite 14

bis vier inhalativ verabreichte Medikamente (n=3) kamen bei der Behandlung der

COPD als Therapieoption zum Einsatz.

11 Probanden mit COPD Grad IV hatten eine Langzeittherapie mit einer nicht-
invasiven Beatmung (NIB) zur intermittierenden Heimbeatmung oder wurden im
Rahmen des stationaren Aufenthaltes mit einer NIB therapiert. Diese
Studienteilnehmer wurden im Krankenhaus Martha-Maria Halle-Délau behandelt. Drei
COPD Grad IV-Patienten wurden im Universitatsklinikkum Halle (Saale) stationar
behandelt. Diese Patienten wurden zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses mit einer
Sauerstoff-Langzeittherapie  (LTOT, long-term  oxygen therapy, Langzeit-
Sauerstofftherapie) mit 3 bis 4 Litern Sauerstoff pro Minute (I O,/min) behandelt. Drei
COPD Grad lll-Erkrankte, die an der Studie teilnahmen, wurden supportiv mit LTOT
therapiert (3-41 O,/min).

3.1.2 COPD-Patienten mit akuter Exazerbation

Eine COPD-Patientin wurde gebeten zweimal eine Sputumprobe abzugeben, da diese
eine Exazerbation ihrer Grunderkrankung erlitten hatte (vermehrter und gefarbter
Auswurf, lebensbedrohliche Dyspnoe, zunehmender Husten). Die erste Probe wurde
kurz nach der stationaren Aufnahme und ohne begonnene antibiotische Therapie
gewonnen. Die Kontrollprobe wurde 2zwei Tage vor Entlassung und mit

abgeschlossener antibiotischer Therapie abgegeben.

3.1.3 COPD-Patienten mit Bronchialkarzinom

Es wurden insgesamt drei Patienten in die Studie eingeschlossen, die zu ihrer
Grunderkrankung COPD ein zuséatzliches Bronchialkarzinom entwickelt hatten. Hierbei
ging es hauptsachlich um den Nachweis von obligat und fakultativ anaeroben
Bakterien im Sputum. Es wurde bei der Auswahl an Patienten kein Unterschied in Art,
Ausbreitung und Histologie des Tumorleidens vorgenommen. Bei diesen stationar
behandelten Patienten wurde ebenfalls eine Lungenfunktionsmessung durchgefiihrt, so
dass der Nachweis der Grunderkrankung COPD gegeben war. Die gemessenen
Lungenfunktionsparameter ergaben dabei einmal den COPD Grad Ill und zweimal
COPD Grad IV laut GOLD-Standard. Die drei Probanden waren mannlich und im Alter
von 65 bis 86 Jahren. Der Altersdurchschnitt betrug 76,7 + 9,9 Jahre.
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Die Einteilung des Schweregrades der COPD bei den teilnehmenden Probanden
erfolgte durch die Lungenfunktionsparameter FEV,, FVC, FEV,/FVC und die
gebotenen klinischen Symptome (Tab. 1) sowie die ermittelte chronische

respiratorische Insuffizienz mittels Saure-Basen-Status (SBS) im Blut.

3.1.4 Ethikkommission

Alle Patienten und Patientinnen haben freiwillig die Einverstandniserklarung fir die
Studie Uber obligat anaerob lebende Bakterien im Sputum von COPD-Patienten
unterschrieben. Wahrend des Aufklarungsgespraches zu dieser Studie wurde
mehrfach auf die Freiwilligkeit der Teilnahme hingewiesen. Die Madoglichkeit des
Rickzuges des Einverstandnisses aus der Studie wurde ausfuhrlich mit den
Probanden besprochen. Die Medikation und die Lungenfunktionsparameter der
teiinehmenden Probanden wurden aus den jeweiligen Patientenakten entnommen,
anonymisiert, bearbeitet und ausgewertet. Diese Studie wurde unter Einhaltung der
Bestimmung der Helsinki-Deklaration durchgefuhrt. Keine Bedenken gegen diese
Studie Uber obligat anaerob lebende Bakterien im Sputum von COPD-Patienten
aulerte am 17.08.2010 die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Martin-
Luther- Universitat Halle-Wittenberg (Votum siehe Anlage).

3.2  Invivo-Untersuchungen

3.2.1 Sputumprobengewinnung

Insgesamt wurden 21 Sputumproben auf das Vorhandensein von obligat anaeroben
Bakterien untersucht. Die Proben wurden alle mit dem gleichen Verarbeitungsschema
bearbeitet und ausgewertet. Die Sputumprobengewinnung erfolgte spontan durch die
Patienten ohne Manipulation mittels Inhalation oder anderer Verfahren. Nach dem
Erhalt wurde die Probe =zigig in das Labor des Institutes flir Hygiene im
Universitatsklinikum Halle (Saale) gebracht. Der Transport der Sputumproben erfolgte
in einem 50 Milliliter (ml) Falcon Réhrchen (Art.-Nr.: 171020, TPP Products AG,
Trasadingen, Schweiz). Bei der Expektoration wurde stets darauf geachtet, dass es

sich um Sputum und nicht um Saliva handelte.
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3.2.2 Bestimmung der Lungenfunktionsparameter

Die Ermittlung der Lungenfunktionsparameter zur Schweregradeinteilung der COPD
erfolgte durch eine Lungenfunktionstestung. Die Testung wurde stets durch Arzte und
deren Mitarbeiter durchgefihrt. Die Messung der Lungenfunktion erfolgte mit Hilfe des
MasterScreen Body (Jaeger, Hoechberg, Deutschland). Bei der
Lungenfunktionstestung wurden die Werte der FEV,, FVC und FEV,/FVC erhoben, da
diese das Maly der vorherrschenden Obstruktion am besten widerspiegelt. Des
Weiteren wurde die Schweregradeinteilung der COPD-Krankheit mit den erhobenen

Werten vorgenommen.

3.3 Invitro-Untersuchungen

3.3.1 Bestimmung des Sauerstoffgehaltes im Sputum

Nach der Gewinnung der Sputumproben und dem unverziglichen Transport in das
Institut fur Hygiene des Universitatsklinikums Halle (Saale) wurde der O,-Gehalt im
Sputum mittels MI-730 dip typ Oxygen Electrode (Mircoelectrodes consumption, INC.,
Bedford, NHO03110-6805 USA) gemessen (Abb. 5). Nach Kalibrierung der
Mikroelektrode auf exakt 21% O,-Gehalt in der Raumluft konnte die Messsonde in das
Sputum gehalten werden. Die Messsonde wurde in einer Tiefe von 10-20 mm
eingebracht. An der Anzeige wurde sichtbar, dass der O,-Gehalt stetig abnahm. Nach
dem die Messung beendet war, wurde die Elektrode mit sterilem destillierten Wasser
(Aqua dest., Art.-Nr.: 1428, Braun, Melsungen, Deutschland) abgespiilt. So blieben

keine Sputumrickstande an der Elektrode zurtck.
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Abbildung 5: MI-730 dip typ Oxygen Electrode (Mircoelectrodes consumption, INC.,
Bedford, NH03110-6805 USA)

3.3.2 Nachweis obligater und fakultativer Anaerobier

Nach der Bestimmung des O,-Gehaltes im Sputum wurde das Sputumrdhrchen
einschliellich der enthaltenen Patientenprobe gewogen (Feinwaage Adventure ARA
520, Ohaus GmbH, Gielien). Der gemessene Wert wurde 1:1 mit autoklavierter und
Phosphat gepufferter Saline (phosphate buffered saline, PBS) in dem Falcon-Réhrchen
verdinnt. Die 20 fach-konzentrierte PBS-Lésung setzt sich zusammen aus: 85 Gramm
(g9) Natriumchlorid (NaCl), 14,23g Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPQO,) ¢« 12H,0 und
1,35g Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,) (MERCK, Darmstadt, Deutschland) in
500ml Aqua dest. und einem eingestellten pH-Wert von 7,4. Das Rdhrchen mit der
Sputumprobe und dem dazugegebenen PBS wurde durch starkes Schitteln eines
Vortexers (Reax Top, Art.-Nr.: 110110200, Heidolph Instruments GmbH, Kelheim,

Deutschland) vermischt.

Im darauffolgenden Arbeitsschritt konnte eine Verdinnungsreihe mit sterilen
Eppendorf-Réhrchen (PP Tubes, 14ml, Art.-Nr.: 187261, Greiner bio-one, 72636
Frickenhausen, Deutschland), steriler PBS-Lésung und der verdiinnten Sputumprobe

hergestellt werden.

Die Verdiinnungsreihe wurde bis zur zehnfachen Verdiinnung (10'°) hergestellt. In die
Eppendorf-Réhrchen wurde mit einer sterilen Pipettenspitze (Art.-Nr.: B007.1, Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) jeweils 900 Mikroliter (ul) sterile PBS-Losung und
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in das erste Roéhrchen 100ul der verdlinnten Sputumprobe gegeben. Dieses
Eppendorf-Réhrchen (Verdiinnungsstufe 10) wurde auf dem Vortexer durchmischt.
Mit einer neuen sterilen Pipettenspitze konnten 100ul von der Suspension entfernt und
in ein neues mit 900ul PSB-Puffer gefiiltes Rohrchen (Verdiinnungsstufe 107?)
gegeben werden. Dieser Schritt wurde so oft wiederholt, bis die Verdlinnungsstufe 10°

1% erreicht wurde.

Um die Anzucht der Bakterienkulturen zu ermoéglichen, wurden im nachsten
Arbeitsschritt die Verdinnungslésungen auf die Agarplatten aufgetragen (Abb. 6). Es
wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihnrt. So wurden jeweils zweimal 10pl
Verdlinnungssuspension mit  sterilen  Pipettenspitzen in  den einzelnen
Verdinnungsstufen auf die Agarplatte aufgetragen. Nach dem Auftragen der
Verdunnungslésungen konnten die unterschiedlichen Agarplatten mit verschiedenen

Bebritungsmethoden inkubiert werden.

Abbildung 6: Columbia-Agar mit Bakterienwachstum je nach Verdinnungsgrad

Die verwendeten Agarplatten dienten als spezielles Nahrmedium, um den einzelnen
Anforderungen der unterschiedlichen Bakterienstamme gerecht zu werden. So wurden
Columbia-Agar mit Schafblut (Art.-Nr.: PB5008A, Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland)
als Anzuchtmedium fir fakultativ anaerobe Bakterien, Schaedler-Agar mit 5%
Hammelblut (SCS, Art.-Nr.: 43401, bioMérieux® sa, Marcy-I'Etoile, Frankreich) und
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Anaerobier-Agar mit 5% Schafblut (CDC, Art.-Nr.: PA256506, Becton, Dickinson
GmbH, Heidelberg, Deutschland) fir die Bestimmung von obligat anaeroben Bakterien
verwandt. Fur die Bestimmung des Bakteriums P. aeruginosa wurde Cetrimid-Agar
(Art.-Nr.: PO5076A, Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) genutzt.

Die Columbia-Agarplatten wurden fur maximal 24 Stunden und bei einer Temperatur
von 36 + 1 Grad Celsius (°C) in einem Brutschrank (Typ B6420, Thermo Fischer,
63505 Langenselbold, Deutschland) inkubiert. Die SCS- und CDC-Agarplatten, die ein
Nahrmedium fir obligat anaerobe Bakterien beinhalten, wurden in einer
Anaerobierbank (Modular Atmosphere Kontrolled System, MG 500, Meintrup dws,
Lahden-Holte) fir mindestens 48 Stunden bei 36 + 1 °C bebriitet (Abb. 7).

Abbildung 7: Anaerobierbank zur Inkubation der SCS- und CDC-Agarplatten zur

Kultivierung der obligat anaerob wachsenden Bakterien

In dieser Anaerobierbank wurde eine obligat anaerobe Bakterienanzichtung
gewahrleistet, da eine Atmosphare ohne das Vorhandensein von O, geschaffen wurde
(Anoxie). Das Gasgemisch dieser Bank besteht aus 80% Stickstoff, 10% Wasserstoff
und 10% Kohlendioxid.

Nach den vorgeschriebenen Inkubationszeiten wurden alle Agarplatten und deren

Bakterienwachstum optisch begutachtet und bei phanotypisch unterschiedlichen
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Bakterienstammen ein Abstrich mit einer sterilen Impfose (Einwegimpfose, Art.-Nr.:
731101, Greiner bio-one) vorgenommen. AnschlieBend wurden die unterschiedlichen
Bakterienstamme qualifiziert und es erfolgte eine fachgerechte Dokumentation. Dabei
wurden die fakultativ anaerob wachsenden Bakterien wieder auf Columbia-Agarplatten
ausgestrichen. Die obligat anaerob wachsenden Bakterien wurden lediglich auf die
CDC-Agarplatten ubernommen. Dies diente als Vorbereitung der Identifikation (siehe
Abschnitt 3.3.4) mit dem RapID™ ANA 1I-System (Art.-Nr.: R 8311002, remel, Lenexa,
KS, USA). Die Inkubationsmedien fur die entstandenen Einzelkolonien sowie die
Bebritungsbedingungen wurden beibehalten.

Die Einzelkolonien der vermutlich obligat anaerob wachsenden Bakterien wurden
zusatzlich auf Columbia-Agarplatten Ubertragen und flr mindestens 24 Stunden im
Brutschrank bei 21% O,/Raumluft bebritet. Dieser Schritt diente als Nachweis, dass es
sich um obligat anaerobe Bakterien handelt, sofern innerhalb von 24 Stunden kein
Bakterienwachstum nachgewiesen wurde. Ein Wachstum wurde als Beweis flr das

Vorhandensein von fakultativen Anaerobiern angesehen.

3.3.3 Identifikation der fakultativ anaerob wachsenden Bakterien

Die in Reinkultur vorliegenden Bakterien wurden weiter in grampositive und
gramnegative Bakterientypen mittels Differenzierungsmedien unterschieden, damit das
Crystal-ldentifikationssystem (Art.-Nr.: BAL Crystal GP 245140 und BBL Crystal E/NF
245000, Becton, Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) optimale
Identifikationsergebnisse liefern konnte.

Die Unterscheidung wurde durch MacConkey-Nahrboden Nr. 3 (BD MacConkey II-
Agar/ Columbia-CNA-Agar mit 5% Schafblut, Art.-Nr.: 1030183, Oxoid GmbH, Wesel,
Deutschland) vorgenommen. Die Einzelkolonien der fakultativen Anaerobier wurden
mit sterilen Impfésen auf die Agarplatten Ubertragen, ausgestrichen und fir mindestens
24 Stunden im Brutschrank bei 36 + 1 °C inkubiert.

Wurde ein Wachstum nach Ablauf der Inkubationszeit nachgewiesen, lagen
gramnegative fakultativ anaerobe Bakterienstdmme vor.

Diese gramnegativen Stamme wurden auf das Vorhandensein von Oxidase (BBL™Dry
Slide™ Oxidase, Art.-Nr.: 231746, Becton, Dickinson GmbH) getestet. Dabei wurde mit
einer sterilen Impfése Material aus der Einzelkolonie auf das Testpapier aufgetragen
und ausgestrichen. Ein positives Ergebnis wurde angenommen, wenn sich das
Testpapier dunkelblau bis dunkelviolett farbte.

Je nach Bakterientyp (grampositiv. oder gramnegativ) wurde das Crystal-

Identifikationssystem genutzt. Die einzelnen Bakterienstdamme wurden mit einem
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sterilen Wattetupfer (Art.-Nr.: 10-00649, Bottger, 94249 Bodenmais, Deutschland) in
spezielle Crystal-Solutionen (je nach Gramverhalten) Gberfiihrt. Durch Ausdrehen des
Wattetupfers |0sten sich die Bakterien in der Losung. Die entstandene Lésung wurde
nun in die vom Hersteller vorgegebene Plastikkammer Uberfihrt, sodass jedes
Identifikationsfeld mit der Flussigkeit benetzt werden konnte. Nach Verschluss des
Unterbodens wurden die Plastikkammern fir maximal 24 Stunden bei 36 + 1°C in den
Brutschrank gestellt.

Nach Ablauf der Inkubationsfrist wurden die Plastikkammern aus dem Brutschrank
genommen und auf einer ultravioletten (UV) Lampe (BBL CRYSTAL, Panel Viewer,
Becton Dickinson, F-38240 Meylan, France) ausgelesen. Die einzelnen
Identifikationsfelder reagierten je nach Bakterienart unterschiedlich in der Farb- und
UV-Reaktionen, sodass ein Zahlencode entstand. Dieser Wert wurde in den Computer
Ubertragen. Aufgrund der gezeigten und abgelesenen Reaktionen der Proben

modifizierte das Computerprogramm eine Identifizierung der einzelnen Bakterien.

3.3.4 Identifikation von obligat anaerob wachsenden Bakterien

Bei der Identifikation von obligat anaerob wachsenden Bakterien wurde das RapID™
ANA I1I-System (Art.-Nr.: R 8311002, remel, Lenexa, KS, USA) einschliellich der
Computer- Software (ERIC® Software, Elektronisches RapID™ Kompendium, Version
1.0, Art.-Nr.: R 8323600, remel) genutzt.

Die Bakterienstamme wurden jeweils mit einem sterilen Wattetupfer von den CDC-
Agarplatten abgenommen und in die speziell fiir dieses Verfahren hergestellte RapID™
-Inokulationslésung  (1ml, Art.-Nr.: 8325102, remel) gegeben. Es konnte ein
McFarland-Triibungsstandard Nr. 3 (bioMérieux® sa) entstehen. Die hergestellte
Lésung wurde fiir jedes Bakterium in ein gesondertes RaplD™-Panel (Art.-Nr.: R
8311002, remel) gegossen und fir mindestens vier, maximal sechs Stunden im
Brutschrank bei 36 + 1 °C inkubiert (Abb. 8).
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Abbildung 8: RapID™-Panel mit vorhandener Farbreaktion zur Identifikation von

obligaten Anaerobiern

Jedes Panel bestand aus zehn Ausbuchtungen, in die sich gleichmaRig die
Inokulationsflissigkeit verteilte. Die erste Auswertung einer Farbreaktion aller
Ausbuchtungen erfolgte ohne Zusatz von Reagenzien. Danach wurden in die
Ausbuchtungen 3 bis 9 des RaplD™-Panels die RapID™ ANA Il-Reagenz und in die
letzte Ausbuchtung RapID™ ANA 1I-Spot-Indolreagenz (Abb. 9) gegeben. Nach circa

20 Sekunden zeigte sich eine Farbreaktion.

Wie bei der Auswertung des Crystal-ldentifikationssystems wurde ein Zahlencode fur
das RapID™ ANA II-System wegen der einzelnen Farbreaktionen generiert. Dieser

Zahlenwert wurde notiert und in das vorgegebene Computerprogramm eingetragen.
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Abbildung 9: RapIlD™-Panel mit Farbreaktion, RapID™ ANA Il-Reagenz und RapID™
ANA 1I-Spot-Indolreagenz, RapID™ ANA lI-Zahlencodebogen

Um eine Identifikation obligat anaerob wachsender Bakterien zu ermdglich, wurde
zusatzlich eine Gramfarbung durchgeflihrt. Diese zusatzliche Information benétigt das
Computerprogramm zur Identifikation der einzelnen Bakterienstamme.

Mit einer sterilen Impfése wurde von der CDC-Agarplatte Reinkolonien entfernt und auf
einen Objekttrager (Art.-Nr. M 7620, Sisse GmbH, Gudenberg, Deutschland) gegeben
und mit einem auf dem Objekttrager befindlichen Tropfen 0,9% NaCl-Lésung (Art.-Nr.:
30911 P, Braun, Melsungen, Deutschland) vermischt. Nach Herstellervorgaben wurde
der Objekttrager mit den Bakterienkolonien gefarbt und fixiert. Zur Analyse des
Gramverhaltens und der Bakterienform erfolgte die weitere Untersuchung des
Objekttragers unter dem Mikroskop (Axiolab, Carl Zeiss GmbH, Jena, Vergréf3erung
100fach) (Abb. 10).

Gemeinsam mit dem erhaltenen Zahlencode der Farbreaktion, dem Gramverhalten
und der Bakterienform konnte eine Identifikation iiber die ERIC®-Software (ERIC®
Software, Elektronisches RapIDT"’I Kompendium, Version 1.0, Art.-Nr.: R 8323600,
remel) erfolgen. Die gewonnenen Ergebnisse wurden dokumentiert und eine

Archivierungsliste erstellt.
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Abbildung 10: Mikroskop Axiolab (Carl Zeiss GmbH, Jena, VergréRerung 100fach) zur

Beurteilung des Gramverhaltens der Bakterien und der Bakterienform

3.3.5 Archivierung

Nach der Identifikation der fakultativen und obligat wachsenden Bakterien wurden die
reinen Bakterienstdmme von den Agarplatten durch sterile Impfésen abgetragen. Die
Kulturen fur die fakultativen Anaerobier wurden flir mindestens einen Tag in eine
Casobouillon (Caseinpepton-Sojamehlpepton-Lésung, Art-Nr.: 1041122, Oxoid GmbH,
Wesel, Deutschland) gegeben und auf einen Reagenzglasschuttler (Reax-Top,
Heidolph Instruments GmbH, Kelheim, Deutschland) mit 320 Umdrehungen pro Minute
(U/min) und 36 * 1 °C gestellt. Die obligat wachsenden Anaerobier wurden ebenfalls in
eine Casobouillon gegeben, jedoch zum Wachstum fir mindestens 24 Stunden in der

Anaerobierbank aufbewahrt.
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Zur endgultigen Archivierung wurden von den einzelnen Stammen jeweils 900ul
FlUssigkeit aus der Nahrboullion mit sterilen Pipettenspitzen in ein spezielles Réhrchen
(Twist top Vials, 2ml, freistehend, Art.-Nr.: N 449.1, Berenson, BioScience, Inc.; SALT
Lake City, USA) abpipettiert. Zusatzlich wurden 100 pl Glycerin (= 98%, C3HsOs3,
Ph.Eur., wasserfrei, Art.-Nr.: 7530.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) in
dieses Rohrchen gefullt. Nach exakter Beschriftung der einzelnen Réhrchen wurden
die identifizierten Stdmme im Tiefkuhlschrank (Biocompact Il, Gram Deutschland
GmbH, Sarstedt) bei -21 °C aufbewahrt.

34 Statistik

Die errechneten Ergebnisse wurden als Mittelwert und Standardabweichung
angegeben (Exel, Microsoft, Redmont, Wash, USA). Ebenfalls wurde die
Signifikanzberechnung (Student’s t-test) im Exelprogramm ausgefihrt. Als signifikante

Werte wurden Werte von p<0,05 erachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung des Sauerstoffgehaltes im Sputum

Bei allen gewonnenen 21 Sputumproben von COPD-Patienten konnte eine Reduktion
des Sauerstoffpartialdruckes nachgewiesen werden. Die Messung wurde bei jeder
Probe mit dem Ausgangswert von 21% Sauerstoff begonnen. Nach weniger als 30
Sekunden und einer Messsondeneindringtiefe von ca. 10-20 mm stellte sich der
reduzierte Sauerstoffwert bei den Proben ein. Dabei lie3 sich ein Bereich bei
niedrigster O,-Messung von 12,9% und hoéchster O,-Messung von 19,7% auf 16,3 %
2,4% ermitteln. Der erniedrigte O,-Gehalt um knapp ein Viertel des Ausgangswertes
zeigt eine partielle Hypoxie in den Sputumproben. Damit obligat und fakultativ
anaerobe Bakterien wachsen kénnen, mussen optimale Wachstumsbedingungen fur
die jeweiligen Bakterienstdmme vorherrschen. So wachst z.B. Streptococcus
constellatus bei einem optimalen pO,-Gehalt von 5%. Ein Wachstum dieser
Bakteriengattung bei 21,0% O,-Raumluft ist nicht méglich (Koneman et al., 2005).

Bei der Betrachtung der einzelnen Patientenproben zeigt sich ein reduzierter
Sauerstoffgehalt bei COPD Grad IV von 21,0% auf 16,6 £ 2,5%, COPD Grad lll auf
15,4 + 1,4%, und bei den Sputumproben von Patienten mit Bronchialkarzinom auf 16,6
+ 0,8% (Abb. 11). Signifikante Unterschiede in den pO,-Messungen zwischen den
Patientengruppen zeigten sich nicht (COPD IV versus COPD Ill p=0,16; COPD IV
versus Karzinom p=0,49; COPD lll versus Karzinom p=0,12).

(=] n Q &

Sauerstoffkonzentration [%)]
h

=)

0O.-Gehalt Luft COPD IV COPD Il Karzinom

Abbildung 11: O,-Gehalt in den verschiedenen untersuchten Patientengruppen
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4.2 Qualitative Bestimmung der obligaten und fakultativen

Anaerobier

4.2.1 Obligat anaerobe Bakterien bei COPD-Patienten

In sdmtlichen Sputumproben von 21 COPD-Patienten (100%) lieRen sich obligate
Anaerobier nachweisen. Dabei konnten sieben verschiedene Genera mit zehn Species
kultiviert werden (Tab. 2).

Tabelle 2: Obligate Anaerobier im Sputum von COPD-Patienten (n=21)

Genus n Species n Haufigkeit in %
Streptococcus 15 intermedius 13 61,9
constellatus 4 19,0
Staphylococcus 13 saccharolyticus 13 61,9
Peptostreptococcus 12 prevotii 10 47,6
anaerobius 5 23,8
asaccharolyticus 1 4.8
Gemella 9 morbillorum 9 42,9
Clostridium difficile 3 14,3
histolyticum 1 4.8
Campylobacter 4 gracilis 4 19,0
Veillonella spp. 3 14,3
Gesamtzahl: 60 66

Zu den insgesamt am haufigsten nachgewiesenen obligaten Anaerobiern zahlen

Streptococcus  spp.  (15x),  Staphylococcus  saccharolyticus  (13x) und

Peptostreptococcus spp. (12x).

Die Anzahl der Genera in den Sputen variiert von minimal einer kultivierten Gattung in
drei Sputumproben (14,3%) bis zu sechs unterschiedlichen Bakteriengattungen in einer
Probe (4,8%). Bei den neun an der Studie teilnehmenden Frauen wurden sechs
unterschiedliche Genera an obligat anaerob wachsenden Bakterien mit neun Species

gefunden. Bei den zwolf mannlichen Probanden wurden ebenfalls sechs verschiedene
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Genera und neun Species ermittelt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied beim

Vorkommen obligat anaerober Bakterien bezlglich der Geschlechter.

Werden die obligat lebenden Bakterienspezien auf das Vorkommen in den
Sputumproben betrachtet, Iadsst sich ebenfalls eine Mehrheit bei Streptococcus
intermedius und Staphylococcus saccharolyticus mit jeweils 61,9% feststellen, gefolgt
von Peptostreptococcus prevotii mit 47,6% und Gemella morbillorum (42,9%).
Prozentual betrachtet kommen Clostridium histolyticum und Peptostreptococcus

asaccharolyticus mit jeweils 4,8% am seltesten vor (Tab. 2).

In den Patientengruppen von COPD Grad IV, COPD Grad Ill und COPD mit
zusatzlichem Bronchialkarzinom traten Streptococcus intermedius, Staphylococcus
saccharolyticus, Peptostreptococcus prevotii und Gemella morbillorum in der Uberzahl
auf. Dieser Trend deutete sich bei der gesamten Betrachtung der obligaten Anaerobier
der COPD-Patienten an und ist auf die einzelnen Gruppen Ubertragbar. Die stark
variierenden Prozentzahlen lassen sich auf die unterschiedlichen Probandenzahlen
zuruckfihren. In die Bronchialkarzinomgruppe wurden drei Probanden eingeschlossen,
in die COPD Grad IlI-Gruppe vier Probanden und in die COPD Grad IV-Gruppe 14
Probanden. Sieben verschiedene Gattungen der Bakterien wurden in der COPD Grad
IV-Gruppe nachgewiesen. Bei COPD Grad Il erfolgte kein Nachweis von Clostridium

histolyticum und Peptostreptococcus asaccharolyticus.

Veillonella spp., Clostridium spp. und Peptostreptococcus anaerobius und
Peptostreptococcus asaccharolyticus konnten bei der Gruppe der Bronchialkarzinome
nicht identifiziert werden (Tab. 3).
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Tabelle 3: Prozentualer Anteil obligater Anaerobier in den einzelnen Patientengruppen

Genus Species COPD IV COPD I Bronchialkarzinom
Streptococcus intermedius 64,3% 40,0% 66,7%
constellatus 14,3% 20% 33,3%
Staphylococcus saccharolyticus 71,4% 40% 33,3%
Peptostreptococcus  prevotii 28,6% 100% 33,3%
anaerobius 28,6% 20% -
asaccharolyticus 7,1% - -
Gemella morbillorum 28,6% 60% 66,7%
Clostridium difficile 7,1% 40% -
histolyticum 7,1% - -
Campylobacter gracilis 14,3% 20% 33,3%
Veillonella spp. 7,1% 40% -

4 2.2 Fakultativ anaerobe Bakterien bei COPD-Patienten

In sédmtlichen Sputumproben von 21 Patienten (100%) wurden fakultativ anaerob
wachsende Bakterien nachgewiesen. Bei der Auswertung zeigte sich, dass insgesamt
zehn fakultativ anaerobe Genera mit den jeweiligen Species zu finden waren (n=30)
(Tab. 4).

Streptococcus ssp. (17x), Corynebacterium spp. (16x), und Lactococcus lactis spp.
(14x) gehodrten bei den fakultativen Anaerobiern zu den am haufigsten

nachgewiesenen Bakterien in den Sputumproben von COPD-Erkrankten.

Die maximale Anzahl an kultivierten fakultativ anaerob wachsenden Bakterien wurde
mit acht Genera in finf Sputumproben (23,8%) ermittelt. In einer Probe wurde nur ein
fakultativ anaerob wachsendes Bakterium nachgewiesen (4,8%). Bei den in die Studie
eingeschlossenen Frauen (n=9) wurden acht Genera mit 23 Species nachgewiesen.
Bei den mannlichen Probanden (n=12) wurden zehn Genera der fakultativ anaerob
lebenden Bakterien mit 25 Species gefunden. Wie auch schon bei den obligaten
Anaerobiern zeigte sich kein signifikanter Unterschied der fakultativ anaeroben

Bakterien beziiglich der Geschlechter.
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Tabelle 4: Fakultative Anaerobier im Sputum von COPD-Patienten (n=21)

Genus Anzahl Species Anzahl Haufigkeitin %
Streptococcus 17 sanguis 9 42,9
parasanguis 7 33,3
pneumoniae 4 19,0
acidominus 2 9,5
pyogenes 1 4,8
mutans 1 4.8
anginosus 2 9,5
equinus 1 4.8
Corynebacterium 16 renale group 9 42,9
diphtheriae 7 33,3
genitalium 5 23,8
species 4 19,0
bovis 5 23,8
jeikeium 3 14,3
pseudotuberculosis 2 9,5
Lactococcus lactis spp. 14 cremoris 14 66,7
lactis 1 48
raffinolactis 2 9,5
Pediococcus 11 pentasaceus 11 52,4
Aerococcus 10 urinae 10 47,6
Staphylococcus 8 saprophyticus 4 19,0
cohnii 2 9,5
warnii 3 14,3
haemolyticus 1 4,8
Enterococcus 6 faecium 4 19,0
avium 1 4.8
raffinosus 1 4,8
Micrococcus 3 sedentarius 3 14,3
Escherichia 2 coli 2 9,5
Flavimonas 1 oryzihabitans 1 4.8
Gesamtzahl: 88 122
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4.3 Quantitative Bestimmung der obligaten und fakultativen

Anaerobier

4.3.1 Obligat anaerobe Bakterien bei COPD-Patienten

In den Sputumproben (n=21) lag der Mittelwert der Keimanzahl bei 1,8x10 + 4,5x10’
KBE/mI, wobei der Bereich der niedrigsten Keimanzahl bei 3,9x10* KBE/ml und die
héchste Keimanzahl bei 3,6x10” KBE/ml lag. Die quantitative Auswertung der obligaten
Anaerobier zeigte, dass Peptostreptococcus prevotii mit insgesamt 3,6x10” + 5,9x10’
KBE/ml am haufigsten vorhanden war. Peptostreptococcus prevotii wurde bei zehn
Probanden gefunden und lag bei der qualitativen Bestimmung hinter Streptococcus
intermedius (13x). Die Keimanzahl pro Sputumprobe von Streptococcus intermedius
lag bei 3,4x10” + 7,8x10” KBE/m und damit niedriger als bei Peptostreptococcus
prevotii. Ebenfalls in 13 Sputumproben vorkommend war Staphylococcus
saccharolyticus. Die Quantifikation ergab allerdings im Vergleich zu
Peptostreptococcus prevotii eine niedrigere Keimanzahl von 1,4x10” + 3,6x10” KBE/m.
Mit 1,3x10” + 1,7x10” KBE/ml zeigte Veillonella spp. eine ahnliche Keimanzahl wie
Staphylococcus saccharolyticus. Die dritthochste Keimzahl von obligat anaerob
lebenden Bakterien wurde bei Streptococcus constellatus beobachtet (2,0x10” +
1,5x10" KBE/ml). Die niedrigste Keimanzahl lag bei Clostridium histolyticum mit
3,9x10* KBE/ml vor. Eine Korrelation der Haufigkeit des Vorkommens in

Sputumproben und der Keimanzahl konnte nicht gezeigt werden.

Bei der quantitativen Betrachtung der Patientengruppen auf die Gesamtkeimanzahl pro
Sputumprobe konnte gezeigt werden, dass bei den Patienten mit Bronchialkarzinom
die héchste Keimzahl mit 7x10” + 8,0x10” KBE/ml nachzuweisen war. Die Keimzahl
der COPD Grad lll-Patientengruppe ergab einen Wert von 2,6x10” + 5,6x10” KBE/ml.
Die Gruppe an COPD Grad IV-erkrankten Patienten bot die geringste Keimzahl von
4,0x10° + 7,Ox106 KBE/mI. Bei den Patienten mit zusatzlichem Bronchialkarzinom lag
eine hohere Keimzahl obligater Anaerobier im Sputum vor als bei den Patienten mit
COPD Grad IV und COPD Grad Il (Abb. 12). Die mittlere Keimzahl von COPD Grad IV
mit 4,0x10° + 7,0x10° KBE/ml war signifikant kleiner als die mittlere Keimzahl der
gesamten COPD-Gruppe mit 1,8x10” + 4,5x10” KBE/ml (p=0,03). Auch konnte eine
Signifikanz von p=0,004 zwischen der gesamten COPD-Gruppe (1,8x10” + 4,5x10’
KBE/ml) und der Bronchialkarzinomgruppe (7x10” + 8,0x10” KBE/ml) nachgewiesen
werden. Ein signifikanter Wert von p=0,009 ergab sich zwischen der Gruppen COPD
Grad IV (4,0x10° + 7,0x10° KBE/ml) und COPD Grad Ill (2,6x10” + 5,6x10” KBE/ml). Es
zeigte sich eine signifikant héhere Keimanzahl bei COPD Grad Il zu COPD Grad IV.
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Eine Tendenz zwischen COPD Grad Ill und der Bronchialkarzinomgruppe bei p=0,06
wurde ebenso deutlich. Keine signifikanten Werte ergab der Vergleich von COPD Grad
IV zu Bronchialkarzinom (p=2,2) und gesamte COPD-Gruppe zu COPD Grad Il
(p=0,27).

109 - p=0,03 - ~ p=0,009 - ~ p=0,06 =

108 1
107 1
108 1
105

104 |

obligate Anaerobier [KBE/ml]

10° 1

102 1

107 1

gesamt COPD IV COPD 1l Karzinom

Abbildung 12: Keimzahlen (KBE/ml) der obligat anaeroben Bakterien in den

untersuchten Patientengruppen

Bedingt durch die unterschiedliche Probenanzahl in den einzelnen Patientengruppen
(COPD Grad IV, COPD Grad Illl, Bronchialkarzinom) kommt es zu variierenden
Ergebnissen (Tab. 5). So konnten in der Gruppe der Bronchialkarzinom-Patienten
(n=3) sechs verschiedene obligat anaerobe Bakterien bei einer Gesamtzahl von acht
obligat wachsenden Anaerobiern quantifiziert werden, wobei Streptococcus
intermedius (1,1x10% + 1,5x10% KBE/ml) und Gemella morbillorum (7,7x10° + 1,3x10’
KBE/mI) jeweils in zwei der drei Proben vorhanden war. Peptostreptococcus prevotii
ist in der Bronchialkarzinomgruppe das mit der héchsten Keimzahl vorkommende
Bakterium mit 1,5x108 KBE/ml (n=1), gefolgt von Staphylococcus saccharolyticus mit
1,3x10® KBE/ml (n=1) und Streptococcus intermedius. Die geringste durchschnittliche
Keimzahl zeigte Gemella morbillorum (7,7x10° KBE/ml) (Tab. 5).
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In der Patientengruppe der COPD Grad Ill-Erkrankten wurden in den vier
Sputumproben neun verschiedene obligate Anaerobier nachgewiesen und quantifiziert,
bei einer Gesamtanzahl von insgesamt 18 obligaten Anaerobiern. In jeder Probe wurde

Peptostreptococcus prevotii mit durchschnittlich 3,7x10” + 6,1x10” KBE/ml gefunden.

Die hochste quantitative Keimzahl von Streptococcus intermedius wurde wie bei den
Karzinompatienten mit 1,1x10% + 1,4x10® KBE/ml gefunden. Streptococcus constellatus
folgte mit einer Zehnerpotenz weniger mit einer Keimzahl von 2,2x10” KBE/ml (n=1).
Der Mittelwert der Keimzahl von Campylobacter gracilis blieb im Vergleich zu den
Bronchialkarzinomproben bei 1,9x10” KBE/ml (n=1) gleich. Der Genus Veillonella spp.
trat in den Sputumproben der COPD Grad lll-Erkrankten im Vergleich zu den

Bronchialkarzinompatienten mit 1,7x10” + 2,3x10” KBE/ml neu hinzu.

In zwei von vier Proben wurden erstmalig Peptostreptococcus anaerobius (6,5x10°
KBE/ml) und Clostridium difficile nachgewiesen, welches wiederum in zwei der vier
Proben gefunden wurde (2,6x10° + 3,5x10° KBE/ml). Es fanden sich Staphylococcus
saccharolyticus (2,3x10° + 1,1x10° KBE/ml) in zwei Sputumproben. Hier zeigte sich
jedoch eine Reduktion der Keimzahl um drei Zehnerpotenzen im Vergleich zu der
Gruppe der Karzinompatienten. Die Keimzahl von Gemella morbillorum zeigte
ebenfalls einen Riickgang auf 9,0x10° + 1,7x10° KBE/ml bei gleichzeitig haufigerem
Auftreten in den Sputumproben (n=3) als bei den Bronchialkarzinom-Patienten (Tab.
5).

Bei einer Gesamtzahl von 39 nachgewiesenen obligat anaerob wachsenden Bakterien
in der Gruppe der Patienten mit COPD Grad IV (n=14) wurden elf unterschiedliche
obligate Anaerobier gefunden. Es zeigte sich, dass Streptococcus constellatus am
haufigsten mit 1,0x10” + 1,4x10” KBE/ml vorkam. Im Vergleich der COPD Grad IV-
Erkrankten mit COPD Grad llI-Patienten und den Bronchialkarzinompatienten bleibt die
Keimzahl von Streptococcus constellatus anndhernd konstant. Bei Staphylococcus
saccharolyticus (4,8x10° + 8,2x10° KBE/ml) und Gemella morbillorum (5,4x10° +
6,0x10° KBE/ml) stiegen die Werte um eine Zehnerpotenz in dieser Patientengruppe im
Vergleich zu den COPD Grad llI-Erkrankten an. Eine Reduktion von Streptococcus
intermedius (1,8x10° + 2,7x10° KBE/ml) wurde verzeichnet bei gleichzeitig erhdhtem
Nachweis in neun von 14 Proben. Es zeigte sich eine reduzierte Keimzahl von
Peptostreptococcus prevotii (7,1x10° + 1,4x10” KBE/ml) im Vergleich zu den zwei
anderen Patientengruppen wie auch Campylobacter gracilis (2,3x10° + 2,4x10°
KBE/ml). Eine Progredienz wurde bei Peptostreptococcus anaerobius sowohl
quantitativ  (3,3x10° + 4,7x10° KBE/ml) als auch qualitativ (n=4) sichtbar.

Peptostreptococcus asaccharolyticus (6,5x10° KBE/ml) und Clostridium histolyticum
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(3,9x10* KBE/ml) wurden als neue Bakterienspezies in dieser Gruppe nachgewiesen

(jeweils n=1) und quantifiziert (Tab. 5).

Tabelle 5: Keimanzahlen (KBE/ml) obligater Anaerobier in den verschiedenen

Patientengruppen
Genus Species COPD IV  COPDII Bronchialkarzinom
Streptococcus intermedius 1,8x10° 1,1x10° 1,1x10°
constellatus 1,0x10’ 2,2x107 3,7x10’
Peptostreptococcus  prevotii 7,1x10° 3,7x107 1,5x10°8
anaerobius 3,3x10° 6,5x10° -
asaccharolyticus  6,5x10° - -
Staphylococcus saccharolyticus 4,8x10° 2,3x10° 1,3x108
Gemella morbillorum 5,4x10° 9,0x10° 7,7x10°
Clostridium difficile 1,0x10° 2,6x10° -
histolyticum 3,9x10* - -
Veillonella spp. 6,0x10° 1,7x10’ -
Campylobacter gracilis 2,3x10° 1,9x10’ 1,9x10’

4 .3.2 Fakultativ anaerobe Bakterien bei COPD-Patienten

Die mittlere Keimzahl der fakultativ anaerob lebenden Bakterien betragt 4,1x108 +
2,3x10° KBE/ml. Die niedrigste Keimanzahl lag bei 1,0x10° KBE/ml, die héchste bei
7,7x10° KBE/ml. Die héchste Keimzahl wurde bei Enterococcus spp. (6x10° + 8,8x10°
KBE/ml) nachgewiesen, gefolgt von Aerococcus urinae mit 8,4x10% + 2,4x10° KBE/m.
Corynebacterium spp. (8,5x10” + 3,5x10% KBE/ml) wie auch Flavimonas oryzihabitans
(8,4x10” KBE/ml), Micrococcus sedentarius (3,4x10” + 5,7x10” KBE/ml), Lactococcus
lactis spp. (3,2x10” + 5,2x10” KBE/ml), Streptococcus spp. (3,1x10” + 8,5x10” KBE/ml)
und Staphylococcus spp. (1,3x10” + 3,1x10” KBE/ml) wurden mit einer Zehnerpotenz
niedriger als die erstgenannten nachgewiesen. Pediococcus pentosaceus (3,6x10° +
5,1x10° KBE/ml) und Escherichia coli (2,4x10° + 5,7x10* KBE/ml) wurden am wenigsten

bei den fakultativ anaerob wachsenden Bakterien gesehen.

Der Vergleich der Keimzahlen der fakultativ anaeroben Bakterien bei COPD Grad IV,

COPD Grad Il und Bronchialkarzinom zeigte, dass die hdchste durchschnittliche
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Keimzahl bei COPD Grad IV an fakultativen Anaerobier ausgemacht wurde (5,8x108 +
3,0x10° KBE/ml). Die niedrigste Keimzahl an fakultativ anaeroben Bakterien wurde in
der Patientengruppe COPD Grad Ill nachgewiesen (2,0x10” = 3,1x10” KBE/ml). Die
Patienten mit Bronchialkarzinom wiesen eine Keimzahl von 4,3x108 + 1,6x10° KBE/ml
auf (Abb.13). Auffallend bei der Betrachtung der Keimzahl war, dass die
Bronchialkarzinomgruppe in beiden Auswertungspunkten (obligat anaerob; fakultativ
anaerob) immer vor der COPD Grad IlI-Gruppe lag.

Bei den fakultativ anaerob lebenden Bakterien zeigten sich keine Signifikanzen unter
den Patientengruppen sowie keine Signifikanzen bei dem Vergleich der gesamten
Gruppe zu den einzelnen Patientengruppen. Trotz deutlich héherer Keimzahl bei
COPD Grad IV (5,8x108 + 3,0x10° KBE/ml) an fakultativen Anaerobiern zu COPD Grad

Il (2,0x10” + 3,1x10” KBE/ml) lieRen sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,14)
nachweisen.

1010
- p=0,14 -
10°
108
107
108
108

104

103

fakultative Anaerobier [KBE/ml]

102
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gesamt COPD IV COPD Il Karzinom

Abbildung 13: Keimzahlen (KBE/ml) der fakultativ anaeroben Bakterien in den

verschiedenen untersuchten Patientengruppen
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5 Diskussion

5.1 Nachweis obligater und fakultativer Anaerobier bei COPD-

Patienten

Mit dieser Arbeit konnte der Nachweis erbracht werden, dass im Sputum von COPD-
Erkrankten obligat anaerob lebende Bakterien mit unterschiedlichen Species
vorhanden sind. Zudem zeigte die Arbeit, dass in den Patientengruppen (COPD Grad
IV, COPD Grad Ill und COPD mit zusatzlichem Bronchialkarzinom) ebenfalls obligate
Anaerobier existent sind. Da in jeder Sputumprobe der 20 Probanden mindestens ein
Genus an obligaten Anaerobiern gefunden wurde (100%), ist es naheliegend, von einer
obligatorischen Infektion (>10° Keime/ml) durch obligate Anaerobier in der Lunge von

COPD-Patienten auszugehen.

Exakt die gleichen Aussagen kdnnen fir die fakultativ anaeroben Bakterien getroffen
werden. Ein 100%-iger Nachweis erfolgte in jeder Sputumprobe fir fakultative
Anaerobier bei COPD-Erkrankten und in den dbrigen unterschiedlichen

Patientengruppen.

Da keine vergleichbaren Arbeiten tber obligate Anaerobier bei COPD vorliegen, ist ein
Vergleich der in dieser Studie nachgewiesenen Bakterien nicht moglich. Sethi und
Murphy (2008) haben in 25-50% der Falle bei klinisch stabilen COPD-Patienten H.
influenzae, Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae und P. aeruginosa
nachgewiesen. Hierbei ist zu beachten, dass es sich um fakultative Anaerobier
(Streptococcus pneumoniae, P. aeruginosa, H. influenzae) und obligate Aerobier

(Moraxella catarrhalis) handelt.

In der vorliegenden Studie und bei stabilen COPD-Patienten wurde nur Streptococcus
pneumoniae (n=4) beobachtet. Der Nachweis von Streptococcus pneumoniae kann
hier als sporadisch beschrieben werden. Miravitlles et al. (1999), Ferrer et al. (2005),
Rosell et al. (2005) und Nseir et al. (2006) beschreiben in ihren Arbeiten eine gehaufte

Infektion mit P. aeruginosa in hoheren COPD-Stadien.

Diese Aussage konnte in der vorliegenden Studie nicht unterstiitzt werden, da trotz der
Nutzung geeigneter Anzuchtmedien fir P. aeruginosa (Cetrimid-Agar) bei keinem an
der Studie teilnehmenden COPD-Patienten P. aeruginosa gefunden wurde. Dies kann
an der mikrobiologischen Nachweismethode liegen. In dieser Arbeit wurden die

Bakterienstamme optisch und phanotypisch begutachtet und entsprechend ihres
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Wachstumes weiter mikrobiologisch aufgearbeitet, inkubiert und den entsprechenden

Nachweisverfahren unterzogen.

Rogers et al. (2004) nutzten zum Nachweis von Anaerobiern bei CF-Patienten die
aktuelle Methode der rRNA-Technik. Dieses Nachweisverfahren ist sensitiver als der
mikrobiologische Nachweis und kann bei sehr geringen Keimzahlen bereits positiv

ausfallen.

Bei CF-Patienten ist das Vorhandensein von obligaten Anaerobiern gut dokumentiert
(Worlitzsch et al., 2009; Tunney et al., 2008). Der Vergleich von CF und COPD in
Hinblick auf die obligaten Anaerobier zeigt, dass einige Genera in beiden
Lungenerkrankungen vorkommen. So wurden bei CF und COPD Gemeinsamkeiten bei
den Gattungen von Staphylococcus saccharolyticus, Streptococcus spp.,
Peptostreptococcus spp., Veillonella spp., Gemella morbillorum und Clostridium difficile
aufgezeigt. Dabei traten in den Sputumproben der COPD-Erkrankten nur sieben
obligat anaerobe Genera im Vergleich zu den CF-Patienten mit 16 obligat anaeroben
Genera auf. Dies lasst sich durch die unterschiedliche Probandenanzahl erkléaren
(COPD n=21; CF n=92).

Einen Unterschied gab es bei der Haufigkeit des Auftretens in den Sputumproben. So
konnte bei den COPD-Patienten gezeigt werden, dass obligate Anaerobier in jeder
Sputumprobe zu finden waren (100%). Bei CF-Patienten betraf die Rate 91%
(Worlitzsch et al., 2009).

5.2 Identifikation von obligaten und fakultativen Anaerobiern bei
COPD-Patienten

Damit es zum Wachstum obligater Anaerobier kommen kann, missen bestimmte
Bedingungen gegeben sein. In der Literatur wird das Wachstum von Bakterien in
obligat aerob, fakultativ anaerob und obligat anaerob unterteilt (Koneman et al., 2005).
Als obligat aerob werden Bakterien bezeichnet, die nur mit Sauerstoff wachsen kénnen
und deren optimaler pO, bei 21% liegt. Fir fakultative Anaerobier ist ein Wachstum
sowohl bei Vorhandensein von Sauerstoff als auch in dessen Abwesenheit das
wichtigste Kriterium. Der optimale pO, liegt in dieser Gruppe bei 0-21%. Einen
klassischen Vertreter dieser Gruppe stellt S. aureus dar. Ebenfalls in die Gruppe der
fakultativen Anaerobier gehodren die mikroaerophilen Bakterien. Sie zeigen ein

optimales Wachstumsverhalten bei 5% O, und kein Wachstum bei 21% O,.
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Eine weitere Unterteilung der fakultativen Anaerobier erfolgt in die Gruppe der
aerotoleranten Anaerobier. Diese zeigen ein gutes Wachstumsverhalten unter
anaeroben Bedingungen und ein eingeschranktes Wachstum bei 5-10%

Sauerstoffgehalt, wobei der optimale pO, bei 3% O; liegt (Konemann et al., 2005).

Die Gruppe der obligaten Anaerobier wird in moderat und strikt obligat anaerob
unterteilt. In der erstgenannten Untergruppe ist ein Wachstum lediglich ohne Sauerstoff
moglich. Die Energiegewinnung erfolgt hierbei Gber die Garung. Der optimale pO, liegt
bei 3% O,. Somit ist in der Gruppe der moderat obligat anaerob wachsenden Bakterien
eine kurze Sauerstoffexposition moéglich. Nicht so bei den strikt obligaten Anaerobiern.
In dieser Gruppe wird eine Sauerstoffexposition nicht toleriert. Es kommt bereits nach
ca. 10 Minuten zum Absterben der Bakterien. Der optimal pO, in dieser Gruppe liegt
unter 0,5% O, (Konemann et al., 2005).

Um zu demonstrieren, dass es sich um obligate Anaerobier im Sputum von COPD-
Patienten handelt, wurden in dieser Arbeit Bedingungen geschaffen, die das obligat
anaerobe Wachstum von Bakterien fordern. Es wurden in der vorliegenden Studie mit
einer Anaerobierbank und einem speziellen Gasgemisch (80% Stickstoff, 10%
Wasserstoff und 10% Kohlendioxid) gearbeitet. Unter diesen Voraussetzungen war
lediglich das Wachstum von obligaten Anaerobiern moglich, da ein Sauerstoffgehalt

von 0% vorlag.

Durch die speziell in dieser Arbeit verwandten Anzuchtnéhrbdden (Schaedler-Agar mit
5% Hammelblut und Anaerobier-Agar mit 5% Schafblut) wurde eine weitere
Voraussetzung fur das obligat anaerobe Wachstum der Bakterien geschaffen. Auf
diesen geeigneten Anzuchtnahrbéden kénnen nur obligate Anaerobier wachsen. Die in
jedem Arbeitsschritt durchgefiihrte Doppelbestimmung beim Ausstrich des Sputums
der COPD-Patienten auf Anaerobiernahrbéden, auf Columbia-Agar mit Schafblut und
die unterschiedliche Bebritung (Anaerobierbank und Kihlschrank mit O,-Exposition)

konnte ebenfalls eine Unterscheidung in obligate und fakultative Anaerobier erfolgen.



Diskussion Seite 39

5.3 Reduzierter Sauerstoffgehalt im Sputum von COPD-

Patienten

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Reduktion des Sauerstoffgehaltes um ein Viertel
des Ausgangswertes (21%) bei COPD-Erkrankten dargestellt werden (Abb. 11). Die
Anoxie, die obligat anaerob wachsende Bakterien als Wachstumsbedingungen
bendtigen, konnte dagegen nicht demonstriert werden. Ein Trend in der Reduktion des
Sauerstoffgehaltes im Sputum von COPD-Patienten ist zu verzeichnen. Daher kann
davon ausgegangen werden, dass anaerobe und aerobe Bereiche im Sputum dieser
Patienten vorhanden sind. Ebenfalls spricht dafiir, dass Bedingungen fir Anoxie im
Sputum von COPD-Erkrankten vorhanden sein muissen, da obligate Anaerobier in

dieser Arbeit nachgewiesen wurden.

In der Arbeit von Worlitzsch et al. (2002) wurde in vivo bei CF-Patienten eine Anoxie im
Sputum dieser Patienten nachgewiesen. Die Messung des Sauerstoffgehaltes der
Sputumproben von COPD-Probanden erfolgte in dieser Studie in vitro. Es muss davon
ausgegangen werden, dass es zu einer Sauerstoffexposition beim Expektorieren des
Sputums durch den Patienten gekommen ist. Vorstellbar ware ebenfalls, dass der
Verschluss des Falconrdhrchens nicht luftdicht abgedichtet hat, sodass es zu einem
minimalen Sauerstoffeinstrom wahrend des Transportes ins Labor kam. Da die Menge
an expektoriertem Sputum in den Proben der COPD-Probanden stark schwankte, ist
es denkbar, dass die Sonde wahrend des Messvorganges nicht ganzlich vom Sputum

bedeckt wurde und es so nur zu reduzierten Sauerstoffwerten kam.

Allerdings ist hervorzuheben, dass die Konsistenz des Sputums von COPD-Patienten
oft glasig und nicht so hoch viskds ist wie bei CF-Patienten. Durch diese geringere
Viskositat, die auch bei COPD Grad IV zu beobachten ist, wird die O,-Diffusion in das
Sputum besser ermoglicht als bei dem hochviskésem Sputum von CF-Patienten. Dies

konnte die gemessene Sauerstoffreduktion erklaren.

5.4  Quantifikation obligater und fakultativer Anaerobier bei
COPD-Patienten

In der vorliegenden Studie wurden obligat wachsende Bakterien quantitativ im Sputum
von COPD-Patienten mit 1,8x10" + 4,5x10” KBE/ml und fakultativ wachsende Bakterien
mit 4,1x10® + 2,3x10° KBE/mI nachgewiesen. Die hohen Werte lassen auf eine

obligatorische Infektion schlieBen. Da bei der Quantifikation vergleichbare Werte (aus
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der Literatur) fur die COPD-Patienten fehlen, wurde ebenfalls ein Vergleich mit CF-
Patienten unternommen. Bei CF-Patienten wurde eine Keimzahl von 2,2x10" KBE/m
an obligaten und eine Keimzahl von 5,5x10° KBE/ml an fakultativen Anaerobiern
gefunden (Worlitzsch et al., 2009).

Die Keimzahlen der obligat anaerob wachsenden Bakterien bei CF und COPD sind
nahezu gleich. Die Keimzahlen der fakultativ anaerob wachsenden Bakterien bei CF
und COPD differieren dagegen stark. Der Wert fur die fakultativen Anaerobier bei
COPD ist hoher als bei CF-Patienten. Dies kann daran liegen, dass sich CF-Patienten
in dauerhafter Antibiotikatherapie befinden, sodass es zu einer Keimzahlreduktion der
fakultativen Anaerobier kommen kann (Rogers et al., 2011). Bei COPD-Patienten ist
dies in der Regel nicht der Fall ist. Die in der CF-Therapie haufig eingesetzten
Antibiotika (Ceftazidim, Piperazillin/Tazobactam, Meropenem) zeigen in der Regel eine
gute Wirkung gegen fakultative Anaerobier (Kerem et al., 2005, Park et al., 1992),
sodass dies ebenfalls die niedrigere Keimzahl bei CF-Patienten erklaren kénnte im

Vergleich zu den Keimzahlen der COPD-Erkrankten in dieser Studie.

Werden die Patientengruppen COPD Grad Il und Bronchialkarzinom und deren
Keimzahlen flr obligat anaerob wachsende Bakterien mit den Keimzahlen von obligat
anaerob wachsende Bakterien der CF-Patienten betrachtet und gegenibergestellt,
zeigen sich ahnlich vergleichbare Keimzahlen (Abb. 12, Abb. 13). Einen leicht erhdhten
Wert im Vergleich zu CF-Erkrankten zeigt die Gruppe der Bronchialkarzinome mit
7x107 + 8,0x10" KBE/ml.

Einen signifikanten Unterschied in den Keimzahlen von obligat anaerob wachsende
Bakterien der CF-Patienten (2,2x10° KBE/ml) stellt die Gruppe der COPD Grad IV-
Erkrankten (4,0x10° + 7,0x10° KBE/ml) dar. Der Wert bei COPD Grad IV zeigt eine
deutlich niedrigere Keimzahl als derjenige der CF-Patienten. Ein Grund dieser
Keimzahldifferenz kdnnte der hoch viskdse Mukus bei CF sein. Durch die hohe
Viskositat sind die obligaten Anaerobier besser im Biofilm gegen eine
Sauerstoffexposition isoliert. Dies wirkt sich positiv auf die vorherrschenden anaeroben
Wachstumsbedingungen auswirkt. Ebenso stellt ein sehr zahes Sekret eine Barriere fur
applizierte Antibiotika und damit eine verminderte Wirksamkeit der antibiotischen
Therapie dar (Hgiby et al., 2014).
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5.5 Keimzahlvergleich obligater Anaerobier bei COPD Grad IlI
und COPD Grad IV

In dieser Studie wurden Keimzahlen bei COPD Grad Ill (n=4) von 2,6x10" + 5,6x10’
KBE/ml und bei COPD Grad IV (n=14) mit 4,0x10° + 7,0x10° KBE/ml nachgewiesen. Es
zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p=0,009) in den Keimzahlen zwischen diesen
Patientengruppen (Abb. 12). Mit dieser Beobachtung wurde die Hypothese von Eller et
al. (1998) widerlegt, dass die pathogenen Bakterien, die fur die Zerstbrung des
Lungengewebes mit verantwortlich sind, in héherer Anzahl bei fortgeschrittener COPD-
Erkrankung vorhanden sein muissen. Mit dieser Arbeit konnte ein gegenteiliges

Ergebnis aufgezeigt werden.

Bei der Auswertung des therapeutischen Vorgehens wahrend des stationdren
Aufenthaltes der 14 Probanden mit COPD Grad IV konnte die Anwendung von nicht-
invasiven Beatmungsformen beobachtet werden. Diese kam bei elf von 14 Patienten
entweder dauerhaft (pra- als auch poststationar, Heimbeatmung) oder intermittierend
wahrend des Krankenhausaufenthaltes zum Einsatz. Eine nicht-invasive Beatmung
(NIB) kommt bei COPD-Patienten im hauslichen Bereich zur Verwendung, sobald eine
Hyperkapnie (paCO,>70mmHg) wegen einer Uberlastung und Erschopfung der
Atemmuskulatur vorliegt und diese durch den Gebrauch der NIB gemindert werden
kann (Nationale VersorgungsLeitlinie COPD 2012, NVL).

Eine weitere Indikation ist die akute Exazerbation mit respiratorischer Insuffizienz
(paO,<60mmHg bzw. 8,0kPa, paCO,>50mmHg bzw. 6,0kPa unter O,-Zufuhr,
pH<7,35). Hierbei wird bevorzugt die non-invasive positive pressure ventilation
(NIPPV) als Beatmungsmodus bevorzugt (Plant et al., 2000; Brochard et al., 1995;

consensus conference report 1999).

Im Krankenhaus Martha-Maria Halle-Délau wurden elf an der Studie teilnehmende
Probanden mit einer nicht-invasiven Beatmung behandelt. Alle NIB-therapierten
COPD-Grad IV-Patienten (n=11) bekamen zusétzlich eine Sauerstoffinsufflation von 3-
41 O,/min. Die Patienten des Universitatsklinikums Halle (Saale) mit COPD Grad IV
(n=3) wurden mit LTOT und ebenfalls 3-41 O,/min beatmet. Von den COPD Grad llI-
Patienten (n=4) wurden drei supportiv mittels LTOT therapiert (3-4LO,/min).

Unter LTOT wird eine Langzeit-Sauerstofftherapie verstanden, die sowohl die
Applikation von Sauerstoff fur 16 Stunden/Tag als auch die Sauerstoffgabe nur bei

korperlicher Belastung beinhaltet (Magnussen et al., 2008).
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Es ist zu diskutieren, ob die Therapie mit den nicht-invasiven Beatmungsformen und
die Kombination der Nutzung des reinen Sauerstoffes eine deutliche
Keimzahlreduktion bei COPD Grad IV im Vergleich zu COPD Grad Il hervorruft. Es
liegt nahe, dass die nicht-invasive maschinelle Beatmung ein besseres Eindringen des
reinen Sauerstoffes mit Hilfe der unterschiedlichen Beatmungsmodi in den Mukus
beglnstigt und damit die Wachstumsbedingungen fiir obligat anaerobe Bakterien
herabsetzt, welches wiederum zu einer Keimzahlreduktion fihrt. Die angewandten
Beatmungsmodi werden an die Patienten individuell adaptiert, bis eine subjektive
Toleranz des Patienten erlangt wird und sich die respiratorische Insuffizienz in
Normokapniebereichen befindet (Dreher et al., 2013). Eine antibiotische Therapie kann
fur diesen Effekt der reduzierten Keimzahl obligater Anaerobier bei COPD Grad IV
nicht verantwortlich gemacht werden, da alle 14 Probanden sich in einem stabilen
Krankheitsstadium befanden, keine Exazerbation vorlag, und daher keine Antibiotika

appliziert wurden.

Das alleinige Therapieren mit LTOT und der Verzicht auf die NIB, so wie es bei COPD
Grad Il héufig angewendet wird, scheint auf die Keimzahlreduktion der obligaten
Anaerobier keinen Einfluss zu haben. Die Keimzahlen ahneln denen der CF-Patienten.
Die CF-Patienten werden haufig mit LTOT bei schwerer Hypoxamie (PaO2<55mmHg;
7,3kPa) behandelt (Magnussen et al., 2008).

Vermutlich reicht die Kraft der Atemmuskulatur nicht aus einen ausreichenden
Druckgradienten aufzubauen. Doch nur so ware ein effektives Eindringen des
Sauerstoffes in das zdhe Sputum mdoglich und die Wachstumsbedingungen der

obligaten Anaerobier zu beeinflussbar.

Zur Diskussion steht, ob ein frihzeitiger Einsatz der NIB in niedrigeren Schweregraden
bei COPD zur Keimzahlreduktion von obligat anaerob lebenden Bakterien fihrt.
Inwieweit obligat wachsende Anaerobier den Krankheitsverlauf beeinflussen oder eine

Exazerbation triggern, ist ebenfalls nicht geklart und erfordert Abklarung.

Mit dem Wissen aus der vorliegenden Studie ist es denkbar, dass ein rechtzeitiger
Gebrauch (COPD Grad Il oder Il) einer NIB die Keimzahl reduzieren kdnnte, so dass
Exazerbationen vermieden, Krankenhausaufenthalte vermindert und
Behandlungskosten herabgesetzt werden kénnten, und somit die Lebensqualitat der
Erkrankten deutlich gesteigert werden wirden. Die genaue Pathogenese und der
Pathomechanismus von obligat und fakultativ lebenden Anaerobiern bei Infektionen
der Lunge erfordern weitere Studien mit dem Ziel, die Lebensqualitat der Erkrankten zu

steigern und Mortalitat und Morbiditat zu senken.
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7 Zusammenfassung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung COPD (,chronic obstructive pulmonary
disease”) kann als Volkskrankheit verstanden werden, welche eine erhdhte Morbiditat
und Mortalitat weltweit mit sich bringt (Celli et al., 2004). In Deutschland liegt die
Pravalenz der COPD (Grad II-1V) bei 13,2% (Geldmacher et al., 2008), wobei eine
Dunkelziffer von 40% nicht diagnostizierte COPD-Erkrankungen angenommen wird
(Buist et al., 2007). Schatzungen haben ergeben, dass die COPD-Erkrankung im Jahr

2020 die dritthaufigste Todesursache weltweit sein wird (Chapmann et al., 2006).

Umso wichtiger ist es, die Pathogenese dieser Lungenerkrankung besser zu
verstehen. In diesem Zusammenhang sind die mikrobiologischen Veranderungen im
vermehrt produzierten Sputum bei COPD von wesentlicher Bedeutung. Ob und
inwieweit obligat anaerob lebende Bakterien im Sputum von COPD-Patienten
vorkommen blieb bislang ungeklart und sollten daher in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Messung des pO, im
Sputum dieser Patienten. Weiterhin sollten die Keimzahlen in den Sputumproben der
Patientengruppen COPD Grad Ill, COPD Grad IV und COPD-Erkrankung mit

zusatzlichem Bronchialkarzinom verglichen werden.

Mit Hilfe der mikrobiologischen Aufarbeitung der 21 Sputumproben von COPD-
Erkrankten (14 Proben von COPD Grad IV-Erkrankten, vier Proben von COPD Grad
[ll-Erkrankten und drei Proben von COPD-Erkrankten mit zuséatzlichem
Bronchialkarzinom) anhand spezieller Identifikationssysteme sowie einer Quantifikation
erfolgte der Nachweis von obligat und fakultativ wachsenden Bakterien im Sputum der
COPD-Patienten. Der Sauerstoffgehalt im Sputum der COPD-Patienten wurde in vitro

Uber eine ins Sputum eingebrachte Messsonde bestimmt.

In allen Sputumproben (100%) der an COPD erkrankten Patienten wurden obligat
anaerob Bakterien (sieben Genera und zehn Species) nachgewiesen. Ebenso wurde in
samtlichen Sputumproben (100%) der Nachweis von fakultativen Anaerobiern (zehn
Genera mit 30 Species) erbracht. Bei der Messung des Sauerstoffgehaltes im Sputum
der COPD-Patienten zeigte sich eine Reduktion des Sauerstoffpartialdruckes bei
einem Ausgangswert von 21% auf 16,3 * 2,4%. Die Keimzahlen der obligaten und
fakultativen Anaerobier variierten um eine Zehnerpotenz. Es zeigte sich eine niedrigere
Keimzahl bei obligat anaeroben Bakterien im Bereich von 8x10’ + 4,5x10" KBE/mI als

bei den fakultativen Anaerobiern mit einem Wert von 4,1x10% + 2,3x10° KBE/m.
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Zu den insgesamt am haufigsten nachgewiesenen obligaten Anaerobiern zé&hlen
Streptococcus  spp.  (15x),  Staphylococcus  saccharolyticus  (13x) und
Peptostreptococcus spp. (12x). Bei der Quantifizierung der obligaten Anaerobier
wiesen Peptostreptococcus prevotii mit 3,6x10” + 5,9x10° KBE/mI, Streptococcus
intermedius mit 3,4x10” + 7,8x10" KBE/ml und Staphylococcus saccharolyticus mit
1,4x107 + 3,6x10” KBE/ml die hochsten Keimzahlen auf.

Unter den fakultativen Anaerobiern waren Streptococcus spp. (17x), Corynebacterium
spp. (16x), und Lactococcus lactis spp. (14x) die am haufigsten in den Sputumproben

von COPD-Erkrankten nachgewiesenen Bakterien.

Die héchste Keimzahl wurde allerdings bei Enterococcus spp. (6x10° + 8,8x10°
KBE/ml) nachgewiesen, gefolgt von Aerococcus urinae mit 8,4x10° + 2,4x10° KBE/m.
Corynebacterium spp. (8,5x10’ + 3,5x10% KBE/ml) als auch Flavimonas oryzihabitans
(8,4x10" KBE/ml), Micrococcus sedentarius (3,4x10" + 5,7x10” KBE/ml), Lactococcus
lactis ssp. (3,2x107 + 5,2x10" KBE/ml), Streptococcus spp. (3,1x10’ + 8,5x10" KBE/ml)
und Staphylococcus spp. (1,3x10” + 3,1x10" KBE/ml) wurden mit einer Zehnerpotenz

niedriger als die erstgenannten nachgewiesen.

Die Auswertung der Keimzahlen von fakultativen Anaerobiern bei COPD Grad IV,
COPD Grad Il und COPD-Erkrankung mit zusatzlichem Bronchialkarzinom ergab,
dass in der Gruppe der COPD Grad IV-Patienten die hochste Keimzahl an fakultativ
anaerob lebenden Bakterien mit 5,8x10% + 3,0x10° KBE/ml vorlag. Bei COPD Grad I
wurde die niedrigste Keimzahl von 2,0x10" + 3,1x10" KBE/ml an fakultativen
Anaerobiern ermittelt. Die Patientengruppe der COPD-Erkrankten mit zusatzlichem
Bronchialkarzinom wies eine mittlere Keimanzahl an fakultativ anaeroben Bakterien
von 4,3x10% + 1,6x10° KBE/ml auf.

Bei der Auswertung von obligat anaeroben Bakterien in den Patientengruppen zeigte
sich dagegen die hdchste Keimzahl bei den COPD-Erkrankten mit zusatzlichem
Bronchialkarzinom mit 7x10” + 8,0x10° KBE/ml. Mit einer Keimzahl von 2,6x10’ +
5,6x10° KBE/ml folgte die Gruppe der COPD Grad Ill-Patienten. Die niedrigste
Keimzahl wurde Uberraschenderweise in der Gruppe der COPD Grad IV-Patienten mit
4,0x10° + 7,0x10° KBE/ml ermittelt. Der Vergleich der mittleren Keimzahlen von COPD
Grad Ill zu COPD Grad IV zeigte eine Signifikanz von p=0,009.

Der Nachweis von obligaten Anaerobiern bei allen COPD-Patienten legt nahe, dass in
der COPD-Lunge anaerobe Bereiche vorliegen missen. Der gleichzeitige Nachweis
auch fakultativ anaerober Bakterien legt eine obligatorische Mischinfektion bei der

COPD-Lungenentziindung nahe. Diese Beobachtung wird auch durch die Reduktion



Zusammenfassung Seite 45

des Sauerstoffpartialdrucks im COPD-Sputum um ein Viertel des Ausgangswertes

gestitzt.

Die Auswertung des Therapieprotokolls mittels Patientenakte bei den COPD Grad IV-
Patienten zeigte, dass bei elf Patienten die Nutzung einer nicht-invasiven Beatmung in
Kombination mit reiner Sauerstoffapplikation vorlag. Es ist zu diskutieren, ob diese
Therapieform die festgestellte Keimzahlreduktion bei COPD Grad IV im Vergleich zu
COPD Grad Il mit verursacht. Die unterschiedlichen Beatmungsmodi kdnnten einen
Sauerstofftransport in den Mukus beglinstigen und damit die Wachstumsbedingungen

fur obligat anaerobe Bakterien verschlechtern.

Wie und ob obligat anaerob lebende Bakterien den Krankheitsverlauf beeinflussen
oder Exazerbationen triggern kénnen, ist nicht geklart. Es ist denkbar, dass durch den
frihzeitigen Gebrauch der nicht-invasiven Beatmung die Keimzahl reduziert werden
konnte, sodass Exazerbationen vermieden, Krankenhausaufenthalte vermindert und
Behandlungskosten herabgesetzt werden kénnten, sodass die Lebensqualitat der

Erkrankten deutlich gesteigert wirde.

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass in der vorliegenden Studie erstmals das
Vorhandensein von obligat anaerob lebenden Mikroorganismen (zusétzlich zu den
bereits bekannten fakultativen Anaerobiern) im Sputum aller COPD-Patienten
nachgewiesen wurde. In welchem Ausmaf die obligaten Anaerobier die chronisch-
obstruktive Lungenerkrankung beeinflussen, ist allerdings weiterhin unbekannt.
Wenngleich es firr eine Anderung der therapeutischen Optionen noch weit zu friih ist,
so muss das Vorkommen obligater Anaerobier zukinftig in Modelle zur Pathogenese

der COPD-Lungenentziindung mit einbezogen werden.
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8 Thesen

D) Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung COPD (,chronic obstructive
pulmonary disease”) kann als Volkskrankheit verstanden werden. Sie
entwickelt sich mittlerweile zu einer der fihrenden Krankheiten, die fir erhbhte
Morbiditdt und Mortalitét weltweit stehen. Es wird davon ausgegangen, dass
die COPD-Erkrankung im Jahre 2020 die dritthdufigste Todesursache sein

wird.

(2) Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkrankung leiden unter Infektionen
der Lunge mit fakultativen Anaerobiern. Ob auch obligat anaerobe Bakterien
an der Lungeninfektion beteiligt sind, ist bislang nicht untersucht worden.

3) In dieser Studie wurde das Vorhandensein von obligat anaeroben Bakterien im
Sputum von COPD-Patienten untersucht, es erfolgte eine Identifikation und
Quantifikation dieser Mikroorganismen, aul3erdem wurde der pO, in COPD-
Sputumproben gemessen. Weiter wurden die Keimzahlen in den Sputen der
Patientengruppen COPD Grad lll, COPD Grad IV und COPD-Patienten mit

zusatzlichem Bronchialkarzinom verglichen.

4) In allen 21 Sputumproben (100%) konnten obligate (sieben Genera und zehn
Species) und fakultative (10 Genera und 30 Species) Anaerobier

nachgewiesen werden.

(5) Die Keimzahlen der obligat anaeroben Bakterien betrugen 1,8x10’ + 4,5x10’
KBE/ml, die der fakultativen Anaerobier 4,1x108 + 2,3x10° KBE/ml.

(6) Die Messung des pO; in den Sputumproben der COPD-Probanden zeigte eine
Reduktion des Sauerstoffpartialdrucks auf 16,3 + 2,4%, was eine Erniedrigung

um zirka ein Viertel des Ausgangswertes (21%) darstellt.

7 Eine Identifikation und Quantifikation von obligaten Anaerobiern gelang auch in
den Patientengruppen COPD Grad IV (4,0x10° + 7,0x10° KBE/ml), COPD
Grad Il (2,6x10" + 5,6x10" KBE/ml) und COPD-Erkrankung mit zusatzlichem
Bronchialkarzinom (7x10" + 8,0x10" KBE/ml).
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(8) Der Nachweis obligat anaerober Bakterien in allen Sputumproben zuséatzlich zu
den bekannten fakultativen Anaerobiern belegt das Vorhandensein von
anaeroben Bereichen im COPD-Sputum. Deshalb ist bei der COPD-
Lungeninfektion von einer obligatorischen Mischinfektion obligat und fakultiativ

anaerober Bakterien auszugehen.

9) Die signifikante (p=0,009) Keimzahldifferenz der obligaten Anaerobier zwischen
Patienten mit COPD IIl und COPD 1V lasst vermuten, dass die Therapie mit
nicht-invasiven Beatmungsformen unter Nutzung von reinem Sauerstoff eine
Reduktion dieser Bakterien bewirkte, zumal die 14 an COPD Grad IV

erkrankten Probanden nicht unter Antibiotikatherapie standen.

(10) Moglicherweise konnte der frihzeitige Gebrauch (COPD Grad Ill) von nicht-
invasiven Beatmungsformen mit reinem Sauerstoff den hohen Keimzahlen der
obligaten Anaerobier entgegenwirken, was eine neue Therapieoption bei
COPD darstellen wirde.
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9  Anlagen
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9.2

Keimzahlen obligater und fakultativer Anaerobier aller COPD-

Sputumproben
Probe | Fakultative Keim- Obligate Keim-
Nr. Anaerobier zahl Anaerobier zahl
1 Streptococcus 1,2x107 | Staphylococcus 3x10°
sanguis saccharolyticus
Corynebacterium 2,7x107 | Veillonella spp. 3,3x107
diphtheriae
Corynebacterium 2x10° Peptostreptococcus 2,4x107
renale prevotii
Corynebacterium 2,2x108 | Streptococcus 1x107
jeikeium intermedius
Lactococcus lactis 9,8x10¢
spp. cremoris
Mikrococcus 1x108
sedentarius
Pediococcus 1x10°
pentosaceus
Staphylococcus 2x10°8
saprophyticus
2 Streptococcus 1,4x108 | Streptococcus 1x10°
acidomininus intermedius
Corynebacterium 3,5x107 | Gemella morbillorum 4x10°
diphtheriae
Corynebacterium 4,1x10¢8
jeikeium
Corynebacterium 1x10¢
species
Corynebacterium 2x10°
renale
Mikrococcus 1x108
sedentarius
Enterococcus 18,9x108
faecium




Anlagen Seite 59
Probe | Fakultative Keim- Obligate Keim-
Nr. Anaerobier zahl Anaerobier zahl

3 Corynebacterium 2x10°% | Staphylococcus 2,1x107
diphtheriae saccharolyticus
Corynebacterium 1x10% | Streptococcus 1x10°
genitalium intermedius
Corynebacterium 20x108
species
Lactococcus lactis | 2,9x107
spp. cremoris
Enterococcus 13,2x10°
faecium

4 Streptococcus 2x10% | Gemella morbillorum | 1,5x107
sanguis
Streptococcus 1,3x107 | Staphylococcus 1,3x108
pyogenes saccharolyticus
Corynebacterium 6x10¢ | Streptococcus 3,7x107
diphtheriae constellatus
Corynebacterium 1,4x107
renale
Corynebacterium 1,2x107
genitalium
Corynebacterium 5,1x108
species
Corynebacterium 1x10°8
bovis
Pediococcus 1x10°
pentosaceus

5 Streptococcus 2x10¢ | Staphylococcus 1,9x107
parasanguis saccharolyticus
Corynebacterium 2,3x107 | Peptostreptococcus 2,8x107
species prevotii
Pediococcus 1x10¢ | Veillonella spp. 6x10°
pentosaceus
Enterococcus 2,9x10% | Streptococcus 2,1x106¢
faecium intermedius
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Probe | Fakultative Keim- Obligate Keim-
Nr. Anaerobier zahl Anaerobier zahl

Aerococcus urinae | 4,3x10® | Streptococcus 2x107
constellatus
Gemella morbillorum | 1,1x107
6 Corynebacterium 4x10° Gemella morbillorum 1x107
renale
Corynebacterium 1,1x107 | Staphylococcus 1x108
bovis saccharolyticus
Pediococcus 1,4x107 | Peptostreptococcus 1x10°
pentosaceus prevotii
Peptostreptococcus 1x107
anaerobius
Streptococcus 1x10°
intermedius
7 Streptoccoccus 4,3x10® | Clostridium difficile 1x10¢
sanguis
Corynebacterium 1,1x10¢ | Streptococcus 7,3x10¢
renale intermedius
Corynebacterium 1x108
jeikeium
Corynebacterium 1,1x108
genitalium
Lactococcus lactis 2,6x107
Spp. cremoris
Staphylococcus 1x107
saprophyticus
Aerococcus urinae | 5,7x108
8 Lactococcus lactis 1x10* | Gemella morbillorum 1x108
Spp. cremoris
Mikrococcus 1x10* | Staphylococcus 1,1x10%
sedentarius saccharolyticus
Enterococcus 3x10% Clostridium 3,9x10%
faecium histolyticum
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Probe | Fakultative Keim- Obligate Keim-
Nr. Anaerobier zahl Anaerobier zahl

Aerococcus urinae | 1,1x10* | Streptococcus 8,2x10°
intermedius
9 Streptococcus 7,6x107 | Staphylococcus 1,5x10°
sanguis saccharolyticus
Lactococcus lactis 5x10° Peptostreptococcus 3,9x10°
spp. cremoris prevotii
Pediococcus 2x10® | Gemella morbillorum 1x10¢®
pentosaceus
Aerococcus urinae | 8,8x107
10 Streptococcus 1,2x107 | Campylobacter 4x10°
sanguis gracilis
Streptococcus 2x10°
pneumoniae
Lactococcus lactis 1,9x108
spp. cremoris
Staphylococcus 1x108
cohnii spp. cohnii
Enterococcus 20,6x10°
avium
Flavimonas 8,4x107
oryzihabitans
11 Streptococcus 4x10* | Staphylococcus 6,3x10°
pneumoniae saccharolyticus
Streptococcus 1,3x10° | Peptostreptococcus 2,6x10°
equinus prevotii
Corynebacterium 6,4x10° | Streptococcus 2,2x10°
bovis intermedius
Lactococcus lactis 1x10* | Gemella morbillorum | 3,8x10°
Spp. cremoris
Pediococcus 6,2x105
pentosaceus
Aerococcus urinae 1x10°
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Probe | Fakultative Keim- Obligate Keim-
Nr. Anaerobier zahl Anaerobier zahl

12 Streptococcus 2,3x10% | Staphylococcus 2,5x10°
parasanguis saccharolyticus
Corynebacterium 1x10°
renale
Corynebacterium 1x10*
pseudotuberculosis
Lactococcus lactis 1x10°
spp. cremoris
Staphylococcus 9,1x108
warnerii

13 Streptococcus 1x104 Peptostreptococcus 8,8x10?
sanguis prevotii
Streptococcus 1x10° Peptostreptococcus 1x10*
parasanguis anaerobius
Corynebacterium 2x10® | Streptococcus 6,8x10%
pseudotuberculosis constellatus
Pediococcus 2x103 Streptococcus 4,9x10%
pentosaceus intermedius
Aerococcus urinae | 7,5x10*

Eschericha coli 2x10°

14 Streptococcus 6x10* | Campylobacter 6,4x10%
pneumoniae gracilis
Corynebacterium 2x103 Streptococcus 3,7x10°
genitalium intermedius

15 Lactococcus lactis 3x10° Staphylococcus 2,2x10°
spp. cremoris saccharolyticus
Pediococcus 1x10* | Peptostreptococcus 2x10°
pentosaceus anaerobius
Staphylococcus 2x10° Peptostreptococcus 6,5x10°
saprophyticus asaccharolyticus
Aerococcus urinae 3,4x106¢
Eschericha coli 2,8x10°
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Probe | Fakultative Keim- Obligate Keim-
Nr. Anaerobier zahl Anaerobier zahl

16 Streptococcus 4,1x10° | Peptostreptococcus 1x10°®
acidominimus prevoti
Streptococcus 4,2x10% | Peptostreptococcus 6,5x10°
parasanguis anaerobius
Streptococcus 1x10° Clostridium difficile 1x10°
pneumoniae
Corneybacterium 1,8x10% | Gemella morbillorum 7x105
diphtheriae
Lactococcus lactis 5,4x105
spp. cremoris
Pediococcus 3x10°®
pentasaceus
Aerococcus urinae 7,6x10¢

17 Streptococcus 1,2x108 | Veillonella spp. 4x10°
sanguis
Streptococ_cus 2,2x107 Peptostreptococcus 1,5x107
parasanguis prevoti
Streptococcus 7x10% | Clostridium difficile 5x108
mutans
Corynebacterium 1x10¢ | Streptococcus 2,2x107
genitalium constellatus
Lactococcus lactis 3x10® | Gemella morbillorum 1x10¢®
Spp.cremoris
Lactococcus lactis 1x10°
spp.lactis
Enterococcus 4x10°
raffinosus

18 Streptococcus 1,1x10¢ | Staphylococcus 1,1x108
sanguis saccharolyticus
Streptococcus 9,5x108 | Streptococcus 5,3x106¢
parasanguis intermedius
Corynebacterium 2,3x108
renale group




Anlagen Seite 64
Probe | Fakultative Keim- Obligate Keim-
Nr. Anaerobier zahl Anaerobier zahl

Corynebacterium 2,1x10¢
bovis
Lactococcus lactis 2x10°
spp.cremoris
Staphylococcus 8x10°®
haemolyticus
Staphylococcus 3x10°
cohnii spp. cohnii
Aerococcus urinae | 7,1x10°
19 Streptococcus 1x10® | Staphylococcus 5x10¢
sanguis saccharolyticus
Streptococcus 1,1x10® | Peptostreptococcus 3x108
parasanguis anaerobius
20 Streptococcus 2x107 Peptostreptococcus 1,5x10°
anginosus prevotii
Corynebacterium 1,3x107 | Campylobacter 1,9x107
diphtheriae gracilis
Corynebacterium 8x107 | Streptococcus 2,1x108
renale group intermedius
Lactococcus lactis 1x108
spp.cremoris
Lactococcus 4,2x107
raffiniolactis
Pediococcus 1x107
pentasaceus
Staphylococcus 2x10°
warneii
21 Staphylococcus 8x10* | Staphylococcus 2x10*
saprophyticus saccharolyticus
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